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El cáncer es la segunda causa de muerte en el mundo, siendo la metástasis la responsable
del 90% de las muertes por esta enfermedad. La metástasis conlleva una serie de etapas que
implican invasión, diseminación y colonización de órganos distantes. En el contexto de la
progresión de carcinomas, la pérdida del fenotipo epitelial y la adquisición de un fenotipo
mesenquimal, un proceso conocido como transición epitelio-mesénquima (TEM), se considera
esencial para la invasión y otras etapas de la metástasis. La pérdida de cadherina-E es un
evento clave de la TEM, habiéndose descrito numerosos factores de transcripción represores
de cadherina-E e inductores de TEM, como Snail1. Trabajos previos de nuestro grupo
identificaron a la lisil oxidasa-like 2 (LOXL2) como un regulador positivo de la estabilidad de
Snail1 y como inductor de TEM, incluso de manera independiente de Snail1. LOXL2 pertenece
a la familia de lisil oxidasas, formada por un conjunto de proteínas cuya función clásica es
catalizar el entrecruzamiento de las fibras que componen la matriz extracelular (MEC),
participando en procesos fisiológicos y patológicos, como la fibrosis o el cáncer. Sin embargo,
en los últimos años, numerosos estudios, incluidos los de nuestro grupo, han demostrado la
implicación de LOXL2 en procesos intracelulares, como la transcripción génica. Además,
nuestro laboratorio describió la sobreexpresión de LOXL2 intracelular como un nuevo
marcador pronóstico de carcinomas escamosos (SCC) de laringe, así como su asociación con la
metástasis de carcinomas basales de mama. Con el objetivo de profundizar en las capacidades
multifuncionales de LOXL2, en el presente estudio se han generado modelos genéticos de
ganancia y pérdida de función de Loxl2 en ratón. Los resultados obtenidos muestran que la
deleción constitutiva de Loxl2 provoca letalidad perinatal asociada, en algunos casos, con
defectos cardiacos congénitos y/o distensión de los vasos sanguíneos hepáticos. Por otro lado,
la sobreexpresión constitutiva de Loxl2 provoca esterilidad en machos debido a disfunciones
en el epidídimo y degeneración testicular. La contribución de Loxl2 a la progresión tumoral y la
metástasis se ha estudiado en ambos modelos genéticos en dos sistemas experimentales: a)
carcinogénesis química de piel inducida por DMBA/TPA, y b) el modelo de cáncer de mama
Polyoma Middle T (PyMT). Los resultados obtenidos en la carcinogénesis de piel demuestran la
implicación de Loxl2 en la iniciación y progresión maligna actuando como inhibidor de la
diferenciación de papilomas a través, al menos en parte, de la regulación negativa de la vía de
señalización de Notch. Por otra parte, los estudios en el modelo PyMT demuestran un papel
esencial de Loxl2 para la generación de metástasis pulmonares y del nicho pre-metastásico,
regulando la movilización de células progenitoras mieloides y la expresión de varias citoquinas,
como S100A8/S100A9. Parte de las funciones de Loxl2 durante la metástasis de cáncer de
mama se ejercen a través de mecanismos intrínsecos a las células tumorales y de un modo
independiente a la remodelación de la matriz extracelular (MEC) que rodea al tumor primario.

Abstract
Cancer is the second cause of death in the world, being metastasis responsible for at least
90% of deaths caused by this disease. The process of metastasis involves different steps
including invasion, dissemination, and colonization into distant organs. During carcinoma
progression the loss of the epithelial phenotype and the acquisition of a mesenchymal
phenotype, a process known as epithelial to mesenchymal transition (EMT), is considered
essential for invasion and other metastatic steps. Loss of functional E-cadherin is a key event
during EMT. Numerous transcription factors acting as E-cadherin repressors and EMT inducers
have been described, including Snail1. Previous data from our group identified lysyl oxisase-
like 2 (LOXL2) as a positive regulator of Snail1 stability and EMT inducer, even independently of
Snail1. LOXL2 belongs to the lysyl oxidase family, which is composed by several proteins whose
classical function is to catalyze extracellular matrix (ECM) fibers crosslinking, participating in
physiological and pathologic processes, such as fibrosis and cancer. However, during the last
years, studies from our group and others have demonstrated the involvement of LOXL2 in
intracellular processes, such as gene transcription. Moreover, our group described increased
intracellular LOXL2 expression as a new prognosis marker of larynx squamous cell carcinomas
(SCC), as well as its association with basal breast carcinoma metastasis. The aim of the present
work was to further investigate the multifunctional LOXL2 abilities by generating genetic
mouse models of gain and loss of function for Loxl2. The results obtained show that
constitutive deletion of Loxl2 causes perinatal lethality associated, in some cases, with
congenital cardiac defects and/or hepatic blood vessels distension. On the other hand,
constitutive Loxl2 overexpression provokes male sterility due to epididymal dysfunction and
testicular disorganization. The Loxl2 contribution to tumor progression and metastasis has
been studied using two different experimental systems: a) DMBA/TPA mouse skin
carcinogenesis, and b) Polyoma Middle T (PyMT) breast tumor model. The obtained results
demonstrate the involvement of Loxl2 both in initiation and malignant progression of mouse
skin carcinogenesis inhibiting papilloma differentiation, at least in part, through the negative
regulation of the Notch signaling pathway. On the other hand, the studies performed in the
PyMT model demonstrate an essential role for Loxl2 in lung metastasis and pre-metastatic
niche formation, through the regulation of myeloid progenitor cells mobilization and the
expression of several cytokines, such as S100A8/S100A9. Importantly, during the metastatic
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AFM:microscopía de fuerza atómica (Atomic Force Microscopy)
AP1/2: proteína activadora 1/2 (Activator Protein 1/2)
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ESC: célula madre embionaria (Embryonic Stem Cell)
ESR: receptor de estrógenos (Estrogen Receptor)
FAK: quinasa de adhesion focal (Focal Adhesion Kinase)





GFP: proteína verde fluorescente (Green Fluorescent Protein)
GM-CSF: factor de estimulación de colonias de granulocitos y monocitos (Granulocyte
Macrophage Colony-Stimulating Factor)
H&E: hematoxilina & eosina
H3K4me3: lisina 4 trimetilada de la histona H3 ( trimethylated histone H3 at lysine 4)
HIF-1α: factor inducible por hipoxia 1α (Hypoxia-Inducible Factor-1α)
Hltf: factor de transcripción de tipo helicasa (Helecase-like Transcription Factor)
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HRP: peroxidase de rábano (Horseradish peroxidase)
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KFL8: factor kruppel-like 8
KO: knock-out
LGL2: lethal giant larvae homolog 2
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MAPK: proteína quinasa activada por mitógenos (Mitogen-Activated Protein Kinase)
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1. LA TRANSICIÓN EPITELIO MESÉNQUIMA Y LA METÁSTASIS.
La metástasis es responsable de al menos el 90% de las muertes causadas por tumores en
humanos. Se considera que se origina a partir de un reducido grupo de células del tumor
primario que adquieren la capacidad de colonizar órganos distantes. Este proceso conlleva una
serie de etapas que implican: invasión de las células tumorales a los tejidos adyacentes,
intravasación en la sangre o vasos linfáticos y su diseminación, extravasación en órganos y
posterior colonización de los mismos (Gupta and Massague, 2006).
En el proceso de invasión, las células tumorales sufren profundos cambios a nivel de la
adhesión célula-célula y célula-matriz extracelular, perdiendo su morfología epitelial y
adquiriendo propiedades proteolíticas y migratorias que les permiten invadir tejidos
adyacentes (Figura 1). En los carcinomas, estos cambios coordinados en las células tumorales
son reminiscentes del proceso de transición epitelio-mesénquima (TEM) (Thiery et al., 2009).
La TEM tiene un papel fundamental durante el desarrollo embrionario, cuando células de
origen epitelial migran para generar nuevos tejidos. Los procesos de TEM son necesarios, por
ejemplo, para la gastrulación y la formación del endodermo parietal, así como para la
migración de células de la cresta neural y la formación de una gran varierdad de órganos y
tejidos como el corazón, sistema musculo-esquelético y el sistema nervioso periférico (Shook
and Keller, 2003; Thiery and Sleeman, 2006; Thiery et al., 2009). Actualmente, en el contexto
de la tumorogénesis, se considera que la TEM es un proceso transitorio, siendo las células
capaces de recuperar su morfología epitelial en los órganos diana de la metástasis mediante
un proceso inverso conocido como transición mesénquima-epitelio (TME) (Nieto and Cano,
2012; Nieto, 2013; Thiery, 2002). Además, durante los ultimos años, la TEM también ha sido
relacionada con la adquicisión de propiedades de células madre (stemness) (Mani et al., 2008;
Morel et al., 2008) y con otras patologías como la fibrosis renal o cardíaca (Thiery et al., 2009).
Durante la TEM, las células epiteliales sufren la disolución de los contactos célula-célula y
pierden la polaridad apico-basal debido a la desorganización de las uniones adherentes,
uniones estrechas, y desmosomas. En su lugar, las células comienzan a expresar marcadores
mesenquimales y reorganizan su citoesqueleto para adquirir capacidades invasivas basándose
en la migración y la remodelación del microambiente local (Figura 1) (Thiery, 2002; Thiery et
al., 2009; Yang and Weinberg, 2008). Una de las moléculas más relevantes implicadas en la
adhesión intercelular es la cadherina-E. La cadherina-E es el miembro prototípico de la familia
de cadherinas, esencial para el establecimiento y mantenimiento de los epitelios, mediando la
adhesión célula-célula dependiente de calcio por complejos cadherina-E/cateninas que se
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anclan al citoesqueleto de actina (Takeichi, 1991). Su pérdida es frecuente en muchos
carcinomas (Birchmeier and Behrens, 1994) y representa un evento clave durante la TEM
(Peinado et al., 2004; Thiery, 2002). Numerosos factores de transcripción han sido
identificados como represores, directos e indirectos, de cadherina-E e inductores de TEM
(TEM-TFs). Entre éstos se encuentran factores de dedos de zinc de las familias Snail (Snail1 y
Snail2) y Zeb (ZEB1 y ZEB2) (Batlle et al., 2000; Bolos et al., 2003; Cano et al., 2000; Comijn et
al., 2001; Eger et al., 2005; Grooteclaes and Frisch, 2000; Hajra et al., 2002), factores bHLH
como E47, E2-2 y Twist1 (Perez-Moreno et al., 2001; Sobrado et al., 2009; Yang et al., 2004) y
más recientemente los factores Kruppel-like 8 (KLF8), Goosecoid o FoxC2 (Hartwell et al., 2006;
Mani et al., 2007; Wang et al., 2007). El mecanismo de represión de cadherina-E mediante
Snail, E47 y los factores Zeb implica la unión directa de estos factores al promotor proximal de
cadherina-E (Peinado et al., 2007), mientras que E2-2 , Twist1, Goosecoid y FoxC2 lo hacen de
un modo indirecto (Casas et al., 2011; Hartwell et al., 2006; Mani et al., 2007; Sobrado et al.,
2009).
Figura 1. Esquema de los principales cambios durante la transición epitelio-mesénquima (TEM). Durante la TEM,
las células epiteliales pierden los contactos célula-célula y cambian las propiedades de adhesión célula-matriz
extracelular, siendo capaces de atravesar la lámina basal y adquirir propiedades proteolíticas y migratorias. En el
proceso, las células adquieren un fenotipo mesenquimal acompañado de una reducción de citoqueratinas, así como
un incremento de vimentina y de la reorganización de las fibras de actina. El proceso de TME implica la reversión al
fenotipo epitelial. Adaptado de Sarrió, 2007.
Durante las dos últimas décadas, el conocimiento acerca de los mecanismos de acción y
regulación de los TEM-TFs ha aumentado sustancialmente. En lo que se refiere a las proteínas
Snail, han sido descritos diversos mecanismos trascripcionales, post-transcripcionales y post-
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traduccionales como importates reguladores de su funcionalidad (Bachelder et al., 2005; De
Craene and Berx, 2013; Dominguez et al., 2003; Yook et al., 2005). La estabilidad de Snail1 y su
localización subcelular está controlada por varios eventos de fosforilación que implican a
algunas quinasas como GSK3β, CK2, PKA y Lats2 (Lamouille et al., 2014; MacPherson et al.,
2010; Zhang et al., 2012; Zhou et al., 2004). Estudios de nuestro laboratorio identificaron a la
lisil oxidasa-like 2 (LOXL2), y en menor medida a la lisil oxidasa-like 3 (LOXL3), como
moduladores positivos de la estabilidad de Snail1 y la consecuente inducción de TEM (Peinado
et al., 2005a). LOXL2 interacciona con Snail1 y ambos colocalizan en la región perinuclear. Esta
asociación le permitiría modificar potencialmente dos residuos de lisina específicos (K98 y
K137) localizados en la región de destrucción y de exporte nuclear (NES) de Snail1, atenuando
así su degradación mediada por GSK3β (Peinado et al., 2005a; Peinado et al., 2005b).
Adicionalmente, LOXL2 es capaz de inducir, por si misma, un proceso de TEM (Peinado et al.,
2005a). Estos estudios confirieron por primera vez a LOXL2 un papel durante la TEM y la
progresión tumoral.
2. LA FAMILIA DE LAS LISIL OXIDASAS (LOX).
2.1. Clasificación, estructura y función básica de los miembros LOX.
La familia de las lisil oxidasas está compuesta por la lisil oxidasa prototípica (LOX) y cuatro
miembros “LOX-like” (LOXL1-4) (Figura 2) (Csiszar, 2001; Kagan and Li, 2003; Kim et al., 2011;
Lucero and Kagan, 2006). Todos los miembros de la familia comparten una región C-terminal
altamente conservada que contiene el dominio catalítico. Esta región incluye tres residuos de
histidina (H292, H294, H296 en LOX) encargados de coordinar un átomo de Cu2+, esencial para
la catálisis y que se piensa que también es necesario para la formación  del cofactor lisil-tirosil-
quinona (LTQ) (Lucero and Kagan, 2006). Además, también incluye un receptor de tipo
citoquina (CRL) cuya función todavía no ha sido estudiada en profundidad (Figura 2). La parte
N-terminal es más divergente entre los diferentes miembros de la familia y se cree que puede
determinar la acción específica de cada proteína. Todas ellas contienen en este extremo un
péptido señal (PS), pero mientras que LOX incluye una secuencia propéptido (PP) que se
elimina tras su secreción, LOXL1 presenta una región rica en residuos de prolina (PRR) con una
función desconocida (Csiszar, 2001). Por su parte, LOXL2, LOXL3 y LOXL4 contienen cuatro
dominios de tipo scavenger ricos en residuos de cisteína (SRCR), probablemente implicados en
interacciones proteína-proteína (Figura 2). Este tipo de dominios se encuentra en algunos
receptores de macrófagos que tienen la capacidad de unirse a proteínas que componen la
matriz extracelular (MEC) (Csiszar, 2001; Lucero and Kagan, 2006; Maki and Kivirikko, 2001;
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Maki et al., 2001; Saito et al., 1997; Uzel et al., 2001). Sin embargo, las funciones de los SRCR
en las proteínas LOX están todavía por elucidar.
Figura 2. Representación esquemática de los miembros de la familia lisil oxidasa y sus dominios estructurales.
Todos los miembros tienen homología en la parte carboxilo-terminal, correspondiente al dominio catalítico
(marrón). CRL: receptor de tipo citoquina; LTQ: cofactor lisil-tirosil-quinona; Cu2+: átomo de cobre coordinado por
tres residuos de histidina (indicando sus posiciónes para LOX). En el extremo amino-terminal, LOX tiene una
secuencia pro-péptido (PP) que se elimina durante el procesamiento de la proteína. LOXL1 contiene una región rica
en residuos de prolina (PRR). LOXL2, LOXL3 y LOXL4 tienen cuatro dominios de tipo scavenger, ricos en cisteína
(SRCR1-4). En todas las proteínas de la familia está presente en la parte N-terminal un péptido señal (PS). *LOX es
sintetizada como una proenzima de 50 kDa (Pro-LOX) que se secreta a la matriz extracelular (MEC) donde es
procesada proteolíticamente (flecha) en una enzima funcional de 32 kDa y en un propéptido de aproximadamente
18-kDa. Adaptado de Cano et al., 2012.
Las lisil oxidasas son enzimas cuya función bioquímica clásica es la remodelación de la
matriz extracelular (MEC) a través de la generación de entrecruzamientos entre fibras tanto
de colágeno como de elastina. Las fibras de colágeno están compuestas por fibrillas que son el
resultado de la unión de varias moléculas solubles de colágeno. La red de elastina se compone
de moléculas de tropoelastina ensambladas entre sí (Alberts B., 2002). La actividad catalítica
de las lisil oxidasas convierte los precursores solubles de estas proteínas en fibras insolubles
(Csiszar, 2001). El mecanismo para llevar a cabo esta función se basa en la desaminación
oxidativa del grupo ε-amino de residuos de lisina o hidroxilisina localizados en los extremos
amino y carboxilo-terminal de las formas inmaduras del colágeno (tropocolágeno) y la elastina.
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Para esta reacción, el cofactor LTQ juega un papel crucial como aceptor de los electrones del
proceso oxidativo que lleva consigo la liberación de una molécula de H2O2. El aldehído
resultante reacciona espontáneamente con otro residuo de lisina o hidroxilisina (que pueden
estar desaminadas o no), finalizando así el proceso de entrecruzamiento (Figura 3) (Kagan and
Li, 2003; Lucero and Kagan, 2006). La actividad catalítica de LOX puede ser inhibida
irreversiblemente por β-aminopropionitrilo (BAPN) mediante su unión covalente al dominio
catalítico (Kagan, 1994; Pinnell and Martin, 1968). Sin embargo, otros miembros de la familia
como LOXL2 no son sensibles a este inhibidor in vivo (Kim et al., 2011; Vadasz et al., 2005),
sugiriendo que las lisil oxidasas tendrían diferencias mecanísticas en su actividad catalítica.
Figura 3. Esquema de la reacción catalizada por la
actividad lisil oxidasa entre moléculas de colágeno.
(A) Un residuo de lisina del extremo de una molécula
de colágeno (triple hélice de tropocolágeno) es
desaminado oxidativamente gracias a la catálisis
llevada a cabo por las proteínas de la familia lisil
oxidasa. La reacción convierte el grupo ε-amino en un
aldheído, liberándose durante el proceso un grupo
amonio y una molécula de peróxido de hidrógeno. (B)
El aldehído resultante puede condensarse con otra
lisina desaminada (alisina) generando un producto de
condensación aldólica (ACP: aldol condensation
product). Alternativamente, el aldehído generado
también puede condensarse con un residuo de lisina
sin modificar para formar un entrecruzamiento de
tipo anhidro-lisino-norleucina (dLNL). Ambas
reacciones llevan consigo la liberación de una
molécula de agua.
2.2. Regulación de la expresión de los genes LOX y LOX-like.
Numerosos factores han sido descritos como reguladores de los genes LOX y LOXL. Estos
incluyen a: factores de crecimiento y citoquinas, como por ejemplo el factor de crecimiento de
fibroblastos 1 y 2 (FGF-1 y 2) y el factor de crecimiento con actividad transformante (TGF-β);
hormonas, como progesterona, testosterona y prostaglandina; y moléculas de señalización,
como Ras o cAMP (Csiszar, 2001). El análisis del promotor de LOX y LOXL2 ha revelado sitios
putativos de unión de factores de transcripción como AP1, AP2 o NFκB, algunos de ellos
también presentes en los promotores de genes del colágeno (COL1A1 y COL1A2) (Csiszar,
2001; Fong et al., 2007). Sin embargo, el mecanismo de regulación que ha sido más estudiado
para algunos de los miembros de la familia LOX es la inducción de la expresión mediada por
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hipoxia. De hecho, el factor de transcripción HIF-1α se une directamente a los promotores de
LOX, LOXL2 y LOXL4 induciendo su expresión (Bignon et al., 2011; Erler et al., 2006; Schietke et
al., 2010; Wong et al., 2011).
2.3. Modificaciones postraduccionales y localización subcelular de los miembros LOX.
Todas las proteínas de la familia Lox pueden ser secretadas al medio extracelular. LOX y
LOXL1 lo hacen como proproteínas (proLOX y proLOXL1, respectivamente) que son procesadas
proteolíticamente a través de la proteinasa BMP1 (“bone morphogenetic protein 1”), de
manera que al liberarse la parte terminal del propéptido adquieren la capacidad catalítica
(Borel et al., 2001; Cronshaw et al., 1995; Csiszar, 2001; Kagan and Li, 2003; Panchenko et al.,
1996). Esta misma proteinasa procesa el procolágeno al colágeno sustrato de LOX (Siegel,
1974), indicando que LOX y LOXL1 actúan mediante un mecanismo altamente integrado. Si
LOXL2, LOXL3 y LOXL4 son secretadas también como proenzimas que tienen que procesarse
para ser activas es una cuestión todavía por esclarecer.
Además de encontrase en el medio extracelular, algunos miembros de la familia LOX han
sido detectados en varios compartimentos subcelulares, sugiriendo funciones adicionales de
estas proteínas. LOX madura puede translocarse al núcleo de células de músculo liso vascular
(VSMCs) y fibroblastos  mediante un proceso de internalización de la forma secretada (Li et al.,
1997; Nellaiappan et al., 2000). Además, LOX se localiza en el citoplasma de algunas células
epiteliales polarizadas (Jansen and Csiszar, 2007). LOX y LOXL1 también se han encontrado en
el núcleo celular de numerosos tejidos embrionarios y adultos de ratón (Hayashi et al., 2004).
LOXL2, por su parte, ha sido detectada en otros compartimentos subcelulares como el
citoplasma, núcleo y región perinuclear (Cano et al., 2012). Recientemente, se ha propuesto la
existencia de un posible receptor de membrana que podría internalizar a LOXL2 previamente
secretada (Lugassy et al., 2012).
La N-glicosilación juega un papel importante en la secreción, localización y funcionalidad
de algunas proteínas LOX. El precursor proLOX es glicosilado en el extremo N-terminal antes de
ser procesado (Trackman et al., 1992) y aunque esta modificación no es necesaria para la
secreción de la proteína, sí lo es para que el enzima tenga una actividad óptima (Grimsby et al.,
2010). Recientemente, también han sido estudiadas las modificaciones postraduccionales de
LOXL2 y sus efectos en la secreción. En células de mama MFC7, la forma secretada de LOXL2 es
N-glicosilada en dos residuos de asparagina (N-455 y N-644) a diferencia de la intracelular que
no lo está (Moon et al., 2013; Xu et al., 2013). Las modificaciones post-traduccionales de LOXL3
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y LOXL4 han sido menos estudiadas y únicamente se sabe que tienen algunos residuos
putativos de glicosilación (Maki and Kivirikko, 2001; Maki et al., 2001).
2.4. Papel fisiológico de las lisil oxidasas.
Dada la relación de los miembros de la familia LOX con la remodelación de la MEC, el
análisis de la expresión en distintos tejidos muestra un patrón bastante amplio. LOX y LOXL1 se
expresan en altos niveles en corazón, aorta, placenta, piel, pulmón, riñón y músculo
esquelético (Csiszar, 2001; Kim et al., 1995). Se han detectado altos niveles de mRNA de LOXL2
en útero, testículo, placenta, próstata, corazón, aorta, timo, riñón, pulmón, piel y epitelio
mamario (Barker et al., 2011; Csiszar, 2001; Jourdan-Le Saux et al., 2000). LOXL3 se expresa en
altos niveles en cerebro, corazón y útero, mientras que LOXL4 se ha detectado en páncreas y
testículos (Asuncion et al., 2001; Csiszar, 2001). El desarrollo de modelos animales de pérdida
de función (KO: knock out) para algunos de estos genes ha ayudado a esclarecer cual es el
papel biológico de algunas de estas enzimas en la fisiología del organismo. Hasta el momento,
sólo han sido generados y caracterizados modelos de ratón deletéreos para Lox y Loxl1. La
deleción de Lox provoca letalidad perinatal debido a aneurismas aórticos, disfunción
cardiovascular y ruptura diafragmática (Hornstra et al., 2003; Maki et al., 2002; Warburton and
Shi, 2005). La pared de la aorta de los ratones KO de Lox es más delgada y las fibras elásticas
de las capas de células musculares lisas están fragmentadas y en una disposición discontinua.
Además, Lox también es esencial para mantener la integridad de las fibras de colágeno y
elastina del pulmón y la piel (Maki et al., 2005). La deleción de Loxl1 en ratón reveló que, a
pesar de no afectar a la viabilidad de los animales, este miembro de la familia es requerido
para la correcta deposición de las fibras de elastina en el útero, pulmón, piel y aorta, mediante
un mecanismo dependiente de fibulina-5 (Liu et al., 2004). En relación con LOXL2, aparte de su
papel en TEM (ver apartado 1), se sabe que está implicada en la proliferación y migración de
células endoteliales y es necesaria durante la angiogénesis, participando en el ensamblaje del
colágeno IV de la membrana basal del endotelio mediante un mecanismo dependiente de
hipoxia (Bignon et al., 2011). Datos adicionales apuntan a que la expresión de Loxl2 está
asociada con la involución de la glándula mamaria de ratón y señalan que podría participar en
la remodelación de la MEC durante este proceso (Barker et al., 2011). Por último, estudios
recientes demostraron que LOXL4 contribuye a la remodelación de la matriz vascular mediante
un mecanismo dependiente de TGF-β1 (Busnadiego et al., 2013).
Aparte de todas estas funciones basadas en la remodelación directa de la MEC, algunos
miembros de la familia LOX se han implicados en otros procesos, algunos de ellos
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intracelulares. De hecho, LOX se relaciona con la transcripción de algunos genes (Giampuzzi et
al., 2000), la remodelación de la cromatina (Giampuzzi et al., 2003; Kagan et al., 1983), la
quimiotaxis dependiente del H2O2 producido en la catálisis (Li et al., 2000), o la diferenciación
de algunos tipos celulares como osteoblastos y adipocitos (Huang et al., 2009; Pischon et al.,
2009). Respecto a LOXL2, recientemente se ha descrito un papel como regulador
transcripcional mediante mecanismos epigenéticos (Herranz et al., 2012; Millanes-Romero et
al., 2013). La actividad enzimática de la proteína permite desaminar la lisina 4 trimetilada de la
histona 3 (H3K4me3) en regiones como el promotor de cadherina-E. Durante esta reacción, se
eliminan los grupos metilo de la H3K4, asociados a transcripción activa, reprimiendo de esta
manera la expresión del gen (Herranz et al., 2012). Adicionalmente, se ha propuesto que
LOXL2, en asociación con Snail1, contribuye a la TEM al reprimir la transcripción de “major
satélites” de la heterocromatina centromérica, cuya desregulación se asocia con la inducción
de TEM (Millanes-Romero et al., 2013). No obstante, estudios recientes de nuestro grupo
indican que la actividad catalítica de LOXL2 es dispensable para la represión de cadherina-E y
genes de polaridad celular, así como para la inducción de TEM (Cuevas et al., 2014; Moreno-
Bueno et al., 2011).
En los últimos años, varios estudios han señalado el papel de LOX y LOXL2 en la
diferenciación de queratinocitos de la piel (Fujimoto and Tajima, 2009; Le Provost et al., 2010;
Lugassy et al., 2012; Peinado et al., 2008). La epidermis es un epitelio estratificado  que
constituye una barrera esencial de protección contra agresiones externas. Las células que la
componen están ancladas a la lámina basal gracias a hemidesmosomas (integrinas α6β4) y
contactos focales (integrinas α3β1). La epidermis está compuesta de cuatro capas de células:
basal, espinosa, granular y cornificada, que se corresponden con los pasos secuenciales de
proliferación y diferenciación de queratinocitos (Figura 4) (Fuchs and Green, 1980; Fuchs,
1990). Los queratinocitos de la capa basal se dividen y se desplazan hacia la capa superior
dejando de expresar las integrinas que las unen a la lámina basal y las citoqueratinas 5 y 14 (K5
y K14). De este modo, las células pasan a formar parte de la capa espinosa, caracterizada por la
expresión de marcadores de diferenciación temprana como citoqueratina 1 y 10 (K1 y K10),
entre otros. En los estratos más diferenciados de la capa espinosa comienza a sintetizarse
involucrina, y la migración hacia la capa granular va a acompañada de la síntesis de
marcadores de diferenciación tardía como filagrina y loricrina. La diferenciación terminal de los
queratinocitos resulta en la formación de una capa cornificada de células muertas altamente
cohesivas que van eliminándose por descamación (Figura 4) (Fuchs and Green, 1980; Fuchs,
1990). Es importante destacar que las células de la capa basal y suprabasal expresan
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cadherina-E como principal componente de adhesión intercelular, mientras que cadherina-P
está restringida sólo a la capa basal, estando las capas suprabasales enriquecidas en
desmosomas (Perez-Moreno et al., 2003). Estudios de expresión de mRNA sugirieron la
existencia de una regulación recíproca de LOX y LOXL2 en la adhesión célula-MEC y durante la
diferenciación terminal de queratinocitos (Fujimoto and Tajima, 2009). LOXL2 se expresa en las
capas basales de la epidermis, mientras que LOX es mucho más abundante en los estratos
superiores (Figura 4). LOXL1, sin embargo, tiene una localización uniforme a lo largo de toda la
epidermis (Fujimoto and Tajima, 2009; Noblesse et al., 2004). Análisis in vitro llevados a cabo
en queratinocitos mostraron que LOX es un potenciador de la diferenciación terminal (Le
Provost et al., 2010), mientras que LOXL2 inhibe el proceso de queratinización y diferenciación
epidérmica independientemente de su actividad catalítica (Lugassy et al., 2012; Peinado et al.,
2008). Sin embargo, hasta la fecha no existe ningún estudio in vivo que confirme la implicación




estrura de la epidermis y
de la expresión de LOX y
LOXL2. El esquema
representa la distintas
capas que componen la
epidermis, así como las
principales proteínas
marcadoras que se
expresan en cada uno de
los estratos. Además, se
muestra el patrón de
expresión de LOX,
detectado en los estratos
superiores, y LOXL2 que
queda más restringido a
la capa basal. Adaptado
de Nowel and Radtke,
2013.
3. LA FAMILIA LOX EN PATOLOGÍAS NO TUMORALES.
El amplio patrón de expresión de cada uno de los miembros de la familia LOX  sugiere que
la expresión anormal de estas proteínas podría estar asociada con la aparición de desórdenes
relacionados principalmente con la regulación de la MEC. La reducción de la actividad lisil
oxidasa ha sido detectada en varias patologías humanas hereditarias como la enfermedad de
Menkes, el síndrome del cuerno occipital o el síndrome de Ehlers Danlos (Kuivaniemi et al.,
1985; Maki, 2009; Royce et al., 1980). Todas están causadas por mutaciones que afectan a la
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disponibilidad del cobre y que, por tanto, merman la capacidad catalítica mediada por LOX,
provocando numerosas anormalidades en el tejido conjuntivo y sistema nervioso (Maki, 2009;
Poulsen et al., 2002). Aunque las lisil oxidasas están implicadas en estos síndromes, no se han
identificado mutaciones hasta la fecha en ninguno de los miembros de la familia que
predispongan a ellos (Maki, 2009).  Sin embargo, mutaciones asociadas al gen LOXL1 han sido
recientemente relacionadas con enfermedades que provocan la deposición anormal de fibras
elásticas como el síndrome de pseudoexfoliación (Thorleifsson et al., 2007), causante de
problemas elásticos sistémicos que afectan al ojo, corazón, pulmón, hígado y riñón, entre otros
(Ritch, 2008; Tarkkanen, 2008). Los bajos niveles de expresión y/o actividad catalítica de
algunos miembros LOX también han sido asociados a otras enfermedades humanas como la
cutis laxa congénita (Khakoo et al., 1997) o la predisposición a padecer aneurismas aórticos
(Remus et al., 2012; Rodriguez et al., 2008; Sibon et al., 2005).
Varios estudios han indicado que algunos miembros de la familia LOX se expresan en altos
niveles en procesos fibróticos de amplio espectro en hígado, corazón, pulmón, arterias, dermis
y riñón (Gambichler and Skrygan, 2013; Kagan, 1994; Maki, 2009; Siegel et al., 1978; Smith-
Mungo and Kagan, 1998; Voloshenyuk et al., 2011). Así, altos niveles de LOX y LOXL2 han sido
asociados con la enfermedad de Wilson y con cirrosis biliar primaria (PBC) (Vadasz et al., 2005).
Estas enfermedades se caracterizan por alteraciones en el metabolismo del cobre que
provocan un fallo hepático progresivo acompañado de fibrosis (Gitlin, 2003; Takeshima et al.,
1993). Los altos niveles de LOX y LOXL2 detectados en hepatocitos de hígados fibróticos están
asociados con un aumento de la deposición de colágeno alrededor de los mismos y con daño
oxidativo de proteínas de la superficie celular (Vadasz et al., 2005). La participación de LOXL2
en las citadas patologías se ha demostrado en estudios in vivo en los que anticuerpos
específicos desarrollados contra LOXL2 reducen significativamente procesos de fibrosis
hepática y pulmonar inducidos por agentes químicos (Barry-Hamilton et al., 2010; Rodriguez et
al., 2010). Además, trabajos recientes han mostrado que la expresión de LOXL2 mediada por
HIF-1α también favorece el desarrollo de fibrosis renal (Higgins et al., 2007).
Por último, cabe destacar que LOX también se ha vinculado con desórdenes
neurodegenerativos en modelos animales de esclerosis lateral amiotrófica, Alzheimer y
demencia (Gilad et al., 2005; Li et al., 2004). Esto sugiere que las lisil oxidasas podrían
participar en patologías que no conllevan necesariamente problemas en el tejido conjuntivo.
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4. LA FAMILIA LOX EN PATOLOGÍAS TUMORALES.
Durante los últimos años, el número de estudios que implican a las lisil oxidasas en
diferentes tipos de cáncer se ha incrementado significativamente. Aunque la mayoría de ellos
les atribuyen un papel como moduladores positivos de la progresión tumoral y la metástasis,
otros trabajos han sugerido que también pueden actuar como supresores tumorales en
algunos contextos (Barker et al., 2012; Payne et al., 2007).
4.1. La familia LOX en la supresión tumoral.
LOX fue propuesta en primer lugar como un gen supresor de tumores que inhibía los
efectos de la transformación celular mediada por ras (Contente et al., 1990; Giampuzzi et al.,
2001; Kenyon et al., 1991). El mecanismo propuesto implicaba al propéptido de 18 kD (LOX-
PP), liberado tras el procesamiento de la proteína, que inhibiría vías de señalización que
conducen a la activación del factor NF-κB (Palamakumbura et al., 2004). Min et al.,
demostraron por primera vez in vivo que LOX-PP revertía el fenotipo invasivo del cáncer de
mama de tipo Her-2/neu (Min et al., 2007). Además, trabajos más recientes demostraron que
la ausencia de LOX en carcinomas basales y escamosos de piel inducía un fenotipo más
agresivo y estaba asociada a mal pronóstico (Bouez et al., 2006). En esta misma línea, se han
observado también bajos niveles de LOX en tumores de colon (Csiszar et al., 2002) y
carcinomas gástricos (Kaneda et al., 2004). Algunos estudios también han sugerido una posible
relación de  LOXL1 y LOXL4 con la supresión tumoral en cáncer de vejiga (Wu et al., 2007). Con
respecto a LOXL2, fibroblastos de rata transformados con RAS mostraron tener bajos niveles
de mRNA de esta lisil oxidasa (Zuber et al., 2000). Del mismo modo, su baja expresión se ha
relacionado con cáncer de próstata, ovario,  adenocarcinomas de pulmón y carcinomas
escamosos (SCC) de cabeza y cuello (Ono et al., 2000; Rost et al., 2003; Schmidt et al., 2007;
Zhan et al., 2012). Sin embargo, ninguno de estos estudios muestra una correlación clínico-
patológica de los pacientes con los niveles de LOXL2.
4.2. La familia LOX en la progresión tumoral.
A pesar del papel inicial de LOX como supresor tumoral, durante la última década, la
contribución de los miembros de la familia lisil oxidasa en el desarrollo del cáncer y la
metástasis se ha ido haciendo cada vez más evidente. Numerosos trabajos muestran que la
expresión de LOX correlaciona con la metástasis y la baja supervivencia en pacientes con
tumores de mama de alto grado (Erler et al., 2006), próstata (Lapointe et al., 2004), riñón
(Stassar et al., 2001; Takahashi et al., 2001), colon (Baker et al., 2011), y en SCC de cabeza y
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cuello (Erler et al., 2006). LOX está sobreexpresada en líneas de cáncer de mama altamente
invasivas y su silenciamiento provoca la reversión a un fenotipo menos agresivo (Kirschmann
et al., 2002). Se ha propuesto que LOX es capaz de regular la migración y la adhesión celular a
través de la activación de las quinasas FAK y Src mediante un mecanismo dependiente del H2O2
producido por su actividad enzimática (Payne et al., 2005; Payne et al., 2006). Del mismo
modo, se ha comprobado que la expresión de Lox en tumores de mama está controlada por
hipoxia a través de HIF-1α y su inhibición reduce la formación de metástasis en modelos
ortotópicos de ratón (Erler et al., 2006). Por otro lado, dada la función biológica de LOX en la
remodelación de la MEC, su participación en la regulación del estroma tumoral también ha
sido estudiada. El entrecruzamiento de las fibras de colágeno mediado por LOX aumenta la
tensión o rigidez (“stiffness”) que rodea al tumor de mama facilitando su malignización
(Levental et al., 2009). Esto es posible gracias al proceso mecanotransductor llevado a cabo por
integrinas que activan numerosas vías de señalización, como PI3K (Mouw et al., 2014),
favoreciendo el comportamiento invasivo de las lesiones (Figura 5). La inhibición de LOX en
modelos murinos de cáncer de mama reduce la fibrosis del tejido y la progresión maligna del
tumor (Levental et al., 2009). Recientemente, LOX ha sido relacionada con la regulación de la
senescencia inducida por el estrés oncogénico (OIS) mediante la activación de la vía de FAK.
Así, la actividad catalítica de LOX, acelera la salida de OIS in vivo en un modelo agresivo de
adenocarcinoma ductal de páncreas (Wiel et al., 2013).
Figura 5. Representación esquemática
de la relación entre el aumento del
entrecruzamiento del colágeno y la
malignización tumoral. La actividad
catalítica de LOX aumenta el
entrecruzamiento de las fibras de
colágeno que rodean al tumor, llevando
consigo un aumento de la rigidez
(stiffness) de la MEC y una activación de
los fibroblastos asociados al tumor
(CAFs). Este proceso favorece el
reclutamiento de integrinas y el
ensamblaje de adhesiones focales que
activan la vía PI3K y estimulan la
potencial señalización PI3K>Akt,
resultando en la adquisición de un
fenotipo invasivo. Adaptado de Levental
et al., 2009.
Muy pocos estudios han mostrado alteraciones en la expresión de LOXL1, LOXL3 y LOXL4
en cáncer. Algunos trabajos muestran que la sobreexpresión de LOXL4 en SCC de cabeza y
cuello correlaciona con metástasis (Gorogh et al., 2007; Holtmeier et al., 2003). Además, este
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miembro se relaciona con hipoxia en tumores colorectales (Kim et al., 2009). Sin embargo, no
existen pruebas funcionales que la impliquen directamente en la progresión de estos
carcinomas. En cambio, la participación de LOXL2 en cáncer se ha demostrado en numerosos
trabajos. Por ello, y porque es el objeto de esta tesis, a continuación se explicará con más
detalle lo que hasta ahora se conoce  del papel de LOXL2 en la progresión tumoral.
4.3. LOXL2 y cáncer.
LOXL2 es una de las proteínas de la familia lisil oxidasa más estudiadas durante los últimos
años y su expresión se ha asociado con diversos tumores (Tabla 1). Ha sido implicada en
procesos relacionados con el cáncer como angiogénesis, diferenciación, TEM, remodelación de
la matriz extracelular, hipoxia y la formación del nicho pre-metastásico (Barker et al., 2012;
Canesin et al., 2014; Cano et al., 2012; Peinado et al., 2008; Wong et al., 2011).
Tabla 1. Resumen de la expresión de LOXL2 en tumores humanos.
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4.3.1. LOXL2 en la diferenciación tumoral.
Estudios de nuestro laboratorio indentificaron a LOXL2 como un marcador de mal
pronóstico en SCC de laringe (LSCC) y pulmón (Peinado et al., 2008). El análisis por
inmunohistoquímica (IHQ) en muestras tumorales de LSCC reveló que LOXL2 se expresaba
intracelularmente con dos patrones diferentes. Uno más difuso y débil y otro más intenso y
heterogéneo con una tinción citoplasmática y perinuclear. Este último, correlacionaba
significativamente con tumores menos diferenciados, recurrencia local y baja superviviencia.
Adicionalmente, se detectó una asociación inversa entre los niveles de expresión de LOXL2 y la
superviviencia en pacientes con SCC de pulmón y carcinomas de mama N0 (Peinado et al.,
2008). El silenciamiento de LOXL2 en la línea celular HaCa4, procedente de un SCC de piel de
ratón, mostró una reducción del comportamiento invasivo y exhibió un programa de
diferenciación similar al que se produce en la epidermis. Además, los niveles de caherina-E
aumentaron, con independencia del factor de transcripción Snail1 (Peinado et al., 2008).
La expresión citoplasmática de LOXL2 también está asociada con metástasis a nódulos
linfáticos en SCC de esófago (Li et al., 2012). Contrariamente, otros trabajos señalaron que la
expresión de LOXL2, y también LOX, estaba reducida en SCC de cabeza y cuello (Rost et al.,
2003).
4.3.2. LOXL2 y TEM en cáncer.
Trabajos previos de nuestro laboratorio indicaron que la TEM ocurría principalmente en
cáncer de mama de tipo basal (Sarrio et al., 2008). La clasificación molecular de los tumores de
mama incluye: el tipo luminal, caracterizado por la expresión de marcadores luminales y
receptores de estrógenos (ESR) y/o progesterona (PR); el tipo ErbB2neu, que sobreexpresa el
oncogén neu; el tipo normal-like, que tiene unas características similares al tejido normal; y el
tipo basal, caracterizado por la expresión de marcadores mioepiteliales (como citoqueratina
5/6, EGFR y p63) y por la ausencia de ESR, PR y ErbB2neu (triples negativos) (Perou et al.,
2000). Así, el estudio de la expresión de LOXL2 en muestras tumorales de mama mostró que el
patrón citoplasmático intenso y heterogéneo se asociaba con metástasis distal en carcinomas
basales de mama (Moreno-Bueno et al., 2011). Líneas celulares derivadas de este tipo de
carcinomas expresan altos niveles de LOXL2 intracelular y su silenciamiento afecta
negativamente a sus capacidades migratorias, invasivas y metastáticas (Moreno-Bueno et al.,
2011). La sobreexpresión de LOXL2 promueve la migración celular en otras líneas de cáncer de
mama como las células MCF7 (Hollosi et al., 2009). Nuestro grupo demostró que LOXL2
regulaba la plasticidad epitelial de estas células de un modo independiente de Snail1 (Moreno-
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Bueno et al., 2011), implicando la represión transcripcional de genes relacionados con la
polaridad apico-basal, como claudina-1 y LGL2 (Figura 6) (Moreno-Bueno et al., 2011). Para
ello, se precisaría de la unión indirecta de LOXL2 a los promotores de estos genes, sugiriendo
que otras proteínas mediadoras son necesarias (Cuevas et al., 2014). Además, se le confirió un
papel activo en la modulación de las adhesiones focales mediante la activación de la via de
señalización de FAK/Src (Figura 6) (Moreno-Bueno et al., 2011). Sorprendentemente, estudios
realizados en células MDCK y en líneas de cáncer de mama muestran que el control
transcripcional que ejerce LOXL2 sobre cadherina-E, claudina-1 y LGL2, y sobre la activación de
la via FAK/Src durante la TEM es independiente de la actividad catalítica del enzima (Cuevas et
al., 2014; Moreno-Bueno et al., 2011). Estos datos contrastan con estudios llevados a cabo en
células de cárcinomas gástricos, donde LOXL2 extracelular activa la vía FAK/Src gracias al
peróxido de hidrógeno producido durante la catálisis (Peng et al., 2009).
Se ha descrito que la actividad protumorogénica de LOXL2 y su participación en la TEM en
algunas líneas celulares de cáncer de mama también podrían estar parcialmente mediadas por
la proteína modificadora de la actividad del receptor 3 (RAMP3) (Brekhman et al., 2011). Sin
embargo, los mecanismos por los cuales LOXL2 activa a RAMP3 y su posterior promoción de
TEM e invasión son completamente desconocidos (Figura 6).
4.3.3. LOXL2 y matriz extracelular en procesos tumorales.
Trabajos de otros grupos también han sugerido la contribución de LOXL2 a la metástasis
de tumores de mama a través de la remodelación de la MEC (Akiri et al., 2003; Barker et al.,
2011; Barker et al., 2013; Barry-Hamilton et al., 2010). LOXL2 regula positivamente la
expresión de TIMP-1 y MMP9 cuya actividad es necesaria para mantener el comportamiento
invasivo de las células (Figura 6) (Barker et al., 2011). Además, la actividad catalítica de LOXL2
podría favorecer la activación de  los fibroblastos asociados al tumor (CAFs) (Barker et al.,
2013; Barry-Hamilton et al., 2010). Barry-Hamilton et al. propusieron que el posible aumento
de la tensión mecánica mediada por LOXL2 induce la activación del TGF-β1 latente en el
estroma, siendo éste el mecanismo responsable directo de la activación de los CAFs (Figura 6).
Numerosos estudios han demostrado que la activación de estas células facilita la remodelación
la MEC potenciando así la señalización de multiples vías patogénicas (Butcher et al., 2009;
Levental et al., 2009). La inhibición alostérica de LOXL2 mediante anticuerpos específicos
disminuye los niveles de TGF-β1 y de otros factores de crecimiento, disminuyendo la
angiogénesis y la carga metastática en modelos de xenograft (Barry-Hamilton et al., 2010;
Zaffryar-Eilot et al., 2013). Recientemente, se ha demostrado la participación de LOXL2, y
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también de otros miembros de la familia, en la remodelación directa de la MEC de los sitios
pre-metastásicos, favoreciendo la llegada de distintos tipos celulares implicados en este
proceso (Canesin et al., 2014; Erler et al., 2009; Wong et al., 2011). Además, estudios recientes
de nuestro grupo han mostrado la colaboración de Loxl2 con E47 en la formación del nicho
pre-metastásico (Canesin et al., 2014).
Figura 6. Funciones inta y extracelulares de LOXL2 en diferentes procesos relacionados con el cáncer. LOXL2
puede participar en la remodelación de la MEC del tumor, la diferenciación, la TEM (mediante el control
transcripcional de genes relacionados con adhesión celular y polaridad apico-basal), la activación de vías
dependientes de quinasas de adhesión focal (FAK/Src), la angiogénesis y el nicho pre-metastásico, mediante
procesos dependientes e independientes de Snail1 y E47. Las líneas discontinuas representan mecanismos
activadores o inhibidores todavía no esclarecidos.
5. EL NICHO PRE-METASTÁTICO.
5.1. Concepto de nicho pre-metastásico y factores implicados.
La metástasis es un proceso altamente ineficiente, ya que sólo unas pocas células del
tumor primario pueden llegar a colonizar un órgano distante.  En el pasado, se pensaba que la
metástasis estaba limitada únicamente por los factores mecánicos causados por la estructura
de los vasos sanguíneos (Onuigbo, 1962). Sin embargo, las células tumorales tienen que
superar sucesivos cuellos de botella hasta poder diseminarse en un tejido secundario. Se cree
que los tumores más agresivos son capaces de liberar a la circulación sanguínea miles de
células tumorales cada día, conocidas actualmente como CTCs (circulating tumor cells)
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(Nagrath et al., 2007). De éstas, sólo algunas son capaces de extravasarse y anidar en un
órgano distante (micrometástasis), y muy pocas pueden llegar a expandirse y colonizar hasta
formar una lesión secundaria clínicamente detectable (macrometástasis) (Valastyan and
Weinberg, 2011). Además, en los tumores sólidos, los órganos diana de la metástasis de un
tipo de cáncer pueden ser completamente diferentes al de otros tipos, sugiriendo que existe
un tropismo hacia determinados tejidos (Horak and Steeg, 2005). Todas estas evidencias
llevaron a pensar sobre la necesidad de un microentorno receptivo en el órgano diana para
que las células tumorales pudieran anidar y formar metástasis. Esta idea ya fue inicialmente
sugerida por Steven Paget en el siglo XIX (Paget, 1889), postulando la teoría del “seed and
soil”, que concluyó que el microambiente local de un determinado tejido debía ser más
permisivo que el de otros para que las células tumorales diseminadas pudieran llegar a él y
colonizarlo. Hoy en día, ese microentorno es conocido como nicho pre-metastásico.
Numerosos factores secretados por el tumor primario condicionan a ciertos tejidos  a crear un
ambiente adecuado para la recepción de las células cancerígenas (Psaila and Lyden, 2009).
Estos factores solubles permiten atraer a células derivadas de la médula ósea (BMDCs: Bone
Marow Derived Cells) que suelen estar asociadas al tumor, como células progenitoras
hematopoyéticas y macrófagos, que facilitan a su vez la adhesión e invasión de células
tumorales (Hiratsuka et al., 2006; Kaplan et al., 2005). Los distintos  patrones de diseminación
metastásica entre diferentes clases de tumores podrían explicarse porque los factores
secretados por el tumor primario favorecen la formación el nicho pre-metastásico en un
determinado tejido. Además, se piensa que dentro de un órgano específico hay zonas que son
más propensas para la anidación de las células del tumor, como por ejemplo las zonas
cercanas a los bronquiolos terminales del pulmón (Kaplan et al., 2005).
Kaplan et al. observaron que células precursoras hematopoyéticas de la médula ósea
(HPCs: Hematopoietic Progenitor Cells) estaban presentes en los sitios pre-metastásicos antes
de la llegada de las primeras células tumorales. Estas células son positivas para los marcadores
de precursores hematopoyéticos inmaduros KIT, SCA1, CD11b y para los receptores VEGFR1 y
VLA4 (integrina α4β1, receptor de fibronectina) (Kaplan et al., 2005). Previamente, las HPCs
habían sido descritas como estimuladoras de la angiogénesis y del crecimiento tumoral (Lyden
et al., 2001). Así, la secreción por parte del tumor primario de VEGFA y PlGF (otro miembro de
la familia VEGF) estimulaba y movilizaba a las HPCs desde la médula ósea (Figura 7). En las
inmediaciones del futuro nicho metastásico se observó un incremento de la expresión de
fibronectina, posiblemente producida por fibroblastos estromales en respuesta a factores del
tumor primario, que permitiría la adhesión de las HPCs gracias al receptor VLA4. Las HPCs
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secretan factores, quimioquinas y enzimas remodeladoras de la MEC, como algunas
metaloproteasas (MMPs), que modifican el microambiente local y atraen a su vez a otras
células inflamatorias que favorecen la llegada de las células tumorales (Figura 7) (Kaplan et al.,
2005; Kaplan et al., 2006). Posteriormente, Hiratsuka et al. demostraron que el tumor primario
secreta factores como VEGFA, TGFβ y TNFα que inducen la expresión de las proteínas
inflamatorias S100A8 y S100A9 en el parénquima pulmonar. Éstas a su vez facilitan la
infiltración de células mieloides CD11b+, macrófagos y de las propias células tumorales (Figura
7) (Hiratsuka et al., 2006). Por otra parte, las células mieloides también secretan S100A8 y
S100A9 estimulándose de manera autocrina  para reclutar BMDCs y potenciar la metástasis
(Hiratsuka et al., 2008). Además, las células precursoras mieloides producen IL-1, IL-6 y TNFα
facilitando la metástasis al incrementar la permeabilidad vascular, la proliferación de células
tumorales y el reclutamiento de nuevas células mieloides. La relación entre los linajes de
células HPCs y mieloides no está totalmente esclarecida y se piensa que estas dos
subpoblaciones pueden estar algo solapadas entre sí, postulándose que las células VEGFR1+
sean las primeras en ser reclutadas y produzcan los factores necesarios para el posterior
reclutamiento y estimulación de otras poblaciones mieloides (Psaila and Lyden, 2009).
Recientemente, numerosos trabajos también han implicado a las células supresoras
mieloides (MDSCs: Myeloid-derived supresor cells), otro tipo de BMDCs, en la formación del
nicho pre-metastásico dada su función inmunosupresora y antiinflamatoria (Gao et al., 2012;
Kowanetz et al., 2010; Sceneay et al., 2012; Yan et al., 2010; Ye et al., 2010). Las MDSCs
engloban una población heterogénea de células progenitoras mieloides y células mieloides
inmaduras (IMCs). En individuos sanos estas poblaciones se generan en la médula ósea y se
diferencian rápidamente en granulocitos, macrófagos o células dendríticas. Sin embargo, en
situaciones patológicas, como cáncer y  algunas enfermedades infecciosas o autoinmunes, hay
un bloqueo parcial en la diferenciación a células mieloides maduras provocando una expansión
de estos precursores. Se ha estimado que en la médula ósea de un ratón sano hay un 20-30%
de MDSCs que coexpresan en la superficie los antígenos del linaje mieloide GR1 y CD11b
(Gabrilovich and Nagaraj, 2009). La expansión de las MDSCs está inducida por varios factores
secretados por el tumor primario como cicloxigenasa 2, prostaglandinas (Sinha et al., 2007),
factor de células stem (SCF) (Pan et al., 2008), IL-6 (Bunt et al., 2007), VEGF (Gabrilovich et al.,
1998) o el factor de estimulación de colonias de granulocitos o macrófagos (GM-CSF) (Serafini
et al., 2004). La mayoría de ellos estimulan la producción de MDSCs e inhiben su diferenciación
a células mieloides maduras (Gabrilovich and Nagaraj, 2009). Las proteínas S100A8 y S100A9,
que también son producidas por el tumor primario, promueven la migración y expansión de
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estas células al unirse a receptores de su superficie (Sinha et al., 2008). Los mecanismos
inmunosupresores de las MDSCs activas implican la participación de diversas moléculas
producidas directa (ARG1, iNOS) o indirectamente de forma autocrina que en última instancia
inhiben la función de células del sistema inmune, principalmente de células T (Gabrilovich and
Nagaraj, 2009; Spano and Zollo, 2012).
La formación de macrometástasis requiere el ensamblaje de una vasculatura funcional
para lo que son necesarias las células progenitoras endoteliales derivadas de la médula ósea
(EPCs: Endothelial Progenitor Cells) (Peinado et al., 2011). Adicionalmente, los macrófagos
asociados al tumor (TAMs: Tumor Associated Macrophages) también potencian la angiogénesis
gracias a la expresión de VEGFA y angiopoyetinas (Figura 7) (Pollard, 2004).
5.2. Papel de las proteínas LOX en la formación del nicho pre-metastásico.
En los últimos años, la participación de varios miembros de la familia LOX en el  nicho pre-
metastásico se ha hecho cada vez más evidente a partir de estudios en modelos xenograft.
LOX es secretada por tumores hipóxicos y se acumula junto a fibronectina en los futuros sitios
de la metástasis (Figura 7). De esta manera, remodela el colágeno IV en la membrana basal del
parénquima pulmonar y facilita la adhesión de células precursoras mieloides CD11b+ (Erler et
al., 2009). Las BMDCs reclutadas producen MMP-2, que degrada el colágeno IV favoreciendo la
adhesión de precursores mieloides adicionales y liberando péptidos de colágeno que tienen
funciones quimioatrayentes. Este proceso provoca un mecanismo de retroalimentación
positiva que ayuda a crear un ambiente favorable para la formación del nicho pre-metastásico
(Erler et al., 2009). Recientemente, se ha descrito un mecanismo similar para otros miembros
de la familia LOX (LOXL1, LOXL2, LOXL4) a través del factor HIF-1α (Wong et al., 2011). LOX
también ha sido implicada en la estimulación de la proliferación y la colonización metastásica a
través de la fibrosis causada por la remodelación del colágeno I en los órganos diana (Cox et
al., 2013). Por otra parte, nuestro grupo ha descrito recientemente la participación de Loxl2 y
E47 en la formación del nicho pre-metastásico modulando la expresión de varias citoquinas en
modelos xenografts (Canesin et al., 2014).
A pesar de estos antecedentes, la contribución individual de cada uno de los miembros
LOX-like en la formación del nicho pre-metastásico in vivo apenas ha sido estudiada. Además,
se desconoce si algunas proteínas de la familia lisil oxidasa podrían favorecer la formación del
nicho pre-metastásico, en modelos fisiológicos, mediante mecanismos independientes a la
remodelación de la MEC.
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Figura 7. Representación esquemática de la evolución del nicho pre-metastásico. En respuesta a factores de
crecimiento secretados por el tumor primario (TNF-α, TGF-β, VEGF-A, PlGF, LOX, entre otros) (1), se induce la
sobreexpresión de quimioquinas y otros factores en el pulmón (S100A8, S100A9, Fibronectina, MMP2, MMP9) (2),
que conjuntamente inducen la movilización y el reclutamiento de poblaciones especificas de BMDC, como las
células precursora hematopoyéticas (HPCs) y las células de linaje mieloide al tumor primario y al pulmón (3). Estas
células, junto con los factores secretados por el tumor primario y en el pulmón, inducen la remodelación de la MEC
del pulmón (4). Los fibroblastos y las plaquetas también contribuyen a la formación del nicho premetastásico (5).
Las células metastásicas empiezan a colonizar el pulmón y se activa la expresión de proteínas que favorecen el
crecimiento de las metástasis. El reclutamiento de células progenitoras del endotelio (EPCs) y de monocitos
favorece la creación de un entorno pro-angiogénico y la progresión de micrometástasis a macrometástasis (6).






Durante la última década, el número de estudios que relacionan a LOXL2 con cáncer se ha
incrementado significativamente. Trabajos previos de nuestro laboratorio asignaron a la
proteína un papel funcional durante la TEM y la metástasis. Sin embargo, la ausencia de
modelos animales transgénicos para Loxl2 impide valorar con precisión el papel que juega en
la progresión tumoral, así como su consideración como posible diana terapéutica. En base a
estos antecedentes, al inicio de esta Tesis nos planteamos los siguientes objetivos:
1. Generación de un modelo de ratón transgénico condicional de sobreexpresión de
Loxl2.
2. Caracterización funcional del efecto de la deleción y sobreexpresión constitutiva de
Loxl2 en la fisiología animal.
3. Estudio del papel de Loxl2 en la carcinogénesis de piel de ratón.
4. Estudio de la función de Loxl2 en la progresión de tumores de mama y su implicación








1.1 Vector de recombinación homóloga de sobreexpresión de Loxl2.
El vector de recombinación homóloga (vector de “targeting”) para la sobreexpresión de
Loxl2 se generó siguiendo la tecnología Gateway® de clonación de DNA (Nyabi et al., 2009).
Para ello, se incubaron durante toda la noche a temperatura ambiente (RT) 100 ng del
plásmido pEntry, que llevaba la secuencia completa del cDNA de Loxl2 de ratón (previamente
generado en nuestro laboratorio), y 150 ng del vector de destino pROSA-DV (cedido por el Dr.
Jody Haigh; Australian Centre for Blood Diseases, Melbourne, Australia) con la mezcla de LR
Clonase II (Invitrogen). El vector de destino pROSA-DV contenía dos regiones del locus Rosa26
(R26), a modo de brazos de homología 5’ y 3’, flanqueando una secuencia aceptora de splicing
(SA), el cassette PGK-neoSTOP, el sitio de clonaje del cDNA de Loxl2 (ccdB) y el gen reportero
GFP precedido por una secuencia IRES (Figura 8). Después de la recombinación in vitro, la
mezcla de la reacción fue electroporada en la cepa bacteriana DH5α. Estas bacterias se
incubaron a 28°C en 300 µl de medio LB sin antibióticos durante 90 min en agitación.
Posteriormente fueron sembradas en placas de agar con LB-Ampicilina, donde crecieron
también a 28°C. La expansión bacteriana para la extracción de DNA mediante miniprep y
midiprep (Promega) fue también llevada a cabo a 28°C para evitar recombinaciones no
deseadas. Alrededor de 10 colonias fueron sometidas a digestión por enzimas de restricción
para identificar los clones portadores de la construcción recombinante. Los clones correctos,
en los que Loxl2 se había insertado en el vector pROSA-DV, fueron secuenciados usando los
oligonucleótidos S1for (ATCATGTCTGGATCCCCATC) y S2rev (GGGGCGGAATTCGATATCAAG). El
vector resultante fue utilizado para la recombinación homóloga en células madre
embrionarias de ratón (ESCs) que se usaron para generar el ratón de sobreexpresión de Loxl2.
Figura 8. Generación del vector de targeting para
la sobreexpresión de Loxl2. El vector pEntry
contenía la secuencia del cDNA de Loxl2 de ratón.
El plásmido de destino pROSA-DV contenía dos
regiones del locus Rosa26 (R26), a modo de brazos
de recombinación homóloga 5’ y 3’, flanqueando
la secuencia aceptora de splicing (SA), el cassette
PGK-neoSTOP, (flanqueado a su vez por dos sitios
loxP), el sitio de clonaje del cDNA de Loxl2 (ccdB) y
el gen reportero GFP. Ambos plásmidos se
incubaron con la mezcla de reacción LR Clonase II
que permitió la clonación del cDNA de Loxl2 por
recombinación in vitro en el plásmido destino





El vector lentiviral GFP-Luciferasa (GFP-Luc), que albergaba las secuencias de cDNA del
gen que codifica para la proteína verde fluorescente GFP y del gen reportero luciferasa, así
como los vectores adenovirales Adeno-GFP y Adeno-Cre fueron generados y cedidos por el
laboratorio del Dr. Mariano Barbacid, del Centro Nacional de Investigaciones Oncológicas
(CNIO, Madrid, España).
2. MODELOS DE RATÓN.
Todos los estudios con ratones fueron llevados a cabo en el animalario del Instituto de
Investigaciones Biomédicas “Alberto Sols” (CSIC-UAM) de acuerdo con los protocolos
aprobados por el Comité de ética para la experimentación animal de la Universidad Autónoma
de Madrid (CEI-25-587). Los animales utilizados, a excepción de los ratones desnudos, tenían
un fondo genético 50% FVB. El otro 50% resultó ser una mezcla de diferentes cepas de ratón
que incluyen CD1, C57BL/6 y 129Sv.
2.1. Generación del modelo genético de ratón knock-out (KO) condicional y constitutivo
del gen Loxl2.
La construcción recombinante para la generación del modelo de ratón Loxl2 KO fue
encargada a Gene Bridges Company (Heidelberg, Alemania). Este vector contenía el exón 2 de
Loxl2 de ratón (portador del sitio de inicio de la traducción) y el cassette PGK-neo (resistencia a
neomicina), flanqueados por sitios loxP y frt, respectivamente, junto con sendas regiones del
locus de Loxl2 en los extremos  5’ y 3’ (brazos de homología) (Figura 9A). La construcción fue
electroporada en ESCs de la cepa híbrida C57BL/6 y 129Sv (en la Unidad de Transgénesis del
CNIO) incorporándose mediante recombinación homóloga en el locus endógeno de Loxl2 (alelo
condicional flneo) (Figura 9A). Los clones positivos, resistentes a neomicina, fueron verificados
mediante PCR diagnóstica (Figura 9B y Tabla 2). Dos de esos clones fueron agregados en
mórulas de ratones CD1 (Unidad de Transgénesis del CNIO) para la generación de animales
quiméricos y aquellos capaces de transmitir el alelo recombinante se utilizaron como
fundadores de la colonia transgénica condicional. Para los experimentos llevados a cabo en
este trabajo se utilizaron los animales procedentes de uno de los dos clones agregados.
Los animales con el alelo flneo en heterocigosis (L2+/flneo) fueron cruzados con la cepa
portadora de la recombinasa flipasa (Flp) y posteriormente con la línea CMV-Cre (ambas
cedidas por el CNIO), que expresa ubicuamente la recombinasa Cre (Schwenk et al., 1995)
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(Figura 9A). De este modo, el exón dos de Loxl2 quedó delecionado, imposibilitando así la
expresión del gen. El cruce de animales heterocigotos (L2+/-) permitió generar la línea KO
constitutiva para Loxl2 (L2-/-). El análisis mediante PCR semicuantitativa y de extractos
proteicos de fibroblastos embrionarios de ratón (MEFs: Mouse Embryonic Fibroblasts)
confirmó la eliminación de Loxl2 en los animales L2-/- (Figura 9C y D).
Figura 9. Generación del ratón KO de Loxl2. (A) Representación esquemática de los diferentes alelos de Loxl2. El
exón 2 (Ex2, naranja) y la caja PGK-neo de resistencia a neomicina (azul), flanqueados por sitios loxP (rectángulos
rojos) y frt (rectángulos verdes), respectivamente, están indicados en el vector de recombinación. La recombinación
homóloga resultó en la generación del alelo L2flneo. Los alelos L2fl y L2- fueron obtenidos tras la acción de las
recombinasas Flp (flipasa) y Cre, respectivamente. Se indican también los oligonucleótidos usados en las reacciones
de PCR tanto del brazo 5’ (5’F2/neoR3) como del 3’ (neoF3/3’R3). (B) Análisis por PCR diagnóstica de los clones
positivos de células ES. En paralelo se usó un control negativo (C-). (C) Análisis por PCR semicuantitativa del RNA
procedente de MEFs de los genotipos indicados. Se usó GAPDH como control de carga (D) Análisis de Loxl2 por WB
de extractos celulares totales (in) y del medio condicionado (ex). α-tubulina fue utilizada como control de carga.
2.2. Generación del modelo genético de ratón con sobreexpresión condicional y
constitutiva del gen Loxl2.
Una descripción detallada de la generación del modelo de ratón de sobreexpresión de
Loxl2 puede encontrarse en el apartado 1 de Resultados. Brevemente, el vector de
recombinación homóloga (apartado 1.1 de Materiales y Métodos) se electroporó en ESCs de la
cepa híbrida C57BL/6 y 129Sv (en la Unidad de Transgénesis del CNIO) incorporándose en el
locus R26 (Figura 10). Los clones de ESCs positivos se agregaron en mórulas procedentes de
ratones de la cepa CD1 (CNIO) obteniendo animales quiméricos y finalmente ratones
condicionales de sobreexpresión de Loxl2 (R26+/STOPL2). Para obtener animales de
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sobreexpresión constitutiva, los ratones condicionales R26+/STOPL2 se cruzaron con la cepa CMV-
Cre, generándose así los animales de sobreexpresión constitutiva de Loxl2 (Figura 10).
Figura 10. Generación del ratón de
sobreexpresión de Loxl2. Esquema de
los diferentes alelos R26. El vector de
vector de targeting contiene una señal
aceptora de splicing (SA), una caja PGK-
neo-STOP (resistencia a neomicina y
señal de terminación transcripcional)
(azul), flanqueada por sitios loxP
(triángulos negros), y la secuencia del
cDNA de Loxl2 (rojo), seguido del gen
reportero GFP precedido de una
secuencia IRES (verde). El alelo R26STOPL2
se generó por recombinación homóloga.
Después de la escisión mediada por Cre,
la caja PGK-neo-STOP es eliminada y el
tándem Loxl2/GFP es expresado bajo el
promotor R26 (R26L2). Se muestran
también los oligonucleótidoss usados en
las PCRs diagnósticas.
2.3. Modelo tumoral de mama PyMT con deleción y sobreexpresión condicional del gen
Loxl2.
Para poder estudiar la función de Loxl2 en la tumorogénesis mamaria fueron utilizadas las
líneas transgénicas MMTV-Cre (cedida por la Unidad de Transgénesis del CNIO) y MMTV-PyMT
(Jackson Laboratories). Los animales del modelo PyMT que albergaban la deleción (PyMT;L2Δ/-)
(Figura 11A) o sobreexpresión condicional de Loxl2 (PyMT;R26L2) (Figura 11B) en la glándula
mamaria fueron generados al cruzar hembras L2fl/fl o R26STOPL2/STOPL2 con machos PyMT+/T;
MMTV-Cre+/T; L2fl/- y PyMT+/T;MMTV-Cre+/T;R26STOPL2/STOPL2, respectivamente. Hermanos de
camada PyMT+/T; MMTV-Cre+/+ L2fl/fl (PyMT;L2fl/fl) y PyMT+/T; MMTV-Cre+/+; R26STOPL2/STOPL2
(PyMT;L2STOPL2) se utilizaron como controles para cada uno de los dos grupos (Figura 11 A y B).
Figura 11. Esquema de los cruces de ratones que
generaron los modelos tumorales PyMT de deleción y
sobreexpresión condicional de Loxl2. (A) Modelo de
deleción de Loxl2. Machos transgénicos para el
oncogén PyMT y la recombinasa Cre, y con el alelo
condicional L2 en heterocigosis (el otro alelo se
encontraba ya delecionado) se cruzaron con hembras
condicionales L2fl/fl para generar los modelos tumorales
control y KO para Loxl2 en la glándula mamaria. (B)
Modelo de sobreexpresión de Loxl2. Machos
transgénicos para el oncogén PyMT y la recombinasa
Cre, condicionales R26STOPL2/STOPL2, se cruzaron con
hembras condicionales R26STOPL2/STOPL2 para generar los
modelos tumorales controles y de sobreexpresión de
Loxl2 en la mama. Datos adicionales de estos modelos




Los ensayos de inyección de células tumorales en cola y glándula mamaria fueron
realizados en ratones inmunodeprimidos (nu/nu) Balb/c (Charles River Laboratories).
3. PCR DIAGNÓSTICA Y GENOTIPADO DE RATONES.
3.1 PCR diagnóstica.
Los clones de células ES portadores de los alelos L2flneo o R26STOPL2 fueron identificados
mediante PCR utilizando oligonucleótidos internos y externos a los extremos recombinantes 5’
y 3’ (Tabla 2, Figura 9 y Figura 10). El DNA de las células se extrajo según el protocolo universal
de extracción de DNA con sal y precipitación con isopropanol (Aljanabi and Martinez, 1997).
Las reacciones se llevaron a cabo usando la enzima Takara LA Taq hot Start Version en las
siguientes condiciones:
Linea KO de Loxl2 (brazos 5’ y 3’):
- 1 min a 94°C
- (30 seg a 95°C, 30 seg a 62°C, 12 min a 68°C) x 35 repeticiones
- 12 min a 72°C
Linea de sobreexpresión de Loxl2 (brazo 5’):
- 1 min a 94°C
- (30 seg a 95°C, 30 seg a 63°C, 2,5 min a 68°C) x 35 repeticiones
- 7 min a 72°C
Linea de sobreexpresión de Loxl2 (brazo 3’):
- 1 min a 94°C
- (30 seg a 95°C, 30 seg a 63°C, 5,5 min a 68°C) x 35 repeticiones
- 7 min a 72°C
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Tabla 2. Oligonucleótidos utilizados en las PCR de diagnóstico para los alelos L2flneo y R26STOPL2
3.2. PCR de genotipado.
Para el genotipado convencional se extrajo DNA genómico de la cola de ratones de entre
25-30 días de edad según el protocolo universal de extracción de DNA con sal y precipitación
con isopropanol (Aljanabi and Martinez, 1997). La presencia de los diferentes alelos se detectó
mediante PCR convencional de DNA genómico, a partir de aproximadamente 200 ng de DNA,
utilizando los oligonucleótidos indicados en la Figura 12 y cuyas secuencias se recogen en la
Tabla 3.
Para las reacciones de PCR se usó el reactivo Redextract-N-Amp Reaction Mix (Sigma
Aldrich). Las condiciones de PCR fueron las siguientes:
Alelos L2+, L2flneo, L2fl, L2-, R26+, R26STOPL2, R26L2, Cre y PyMT:
- 5 min a 94°C
- (30 seg a 95°C, 30 seg a 62°C, 30 seg a 72°C) x 30 repeticiones
- 2 min a 72°C
Alelo GFP:
- 5 min a 94°C
- (30 seg a 95°C, 30 seg a 68°C, 30 seg a 72°C) x 30 repeticiones
- 2 min a 72°C.
ALELO OLIGONUCLEÓTIDO FW OLIGONUCLEÓTIDO RW TAMAÑO
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Figura 12. Representación esquemática de los sitios de anillamiento de los oligonucleótidos empleados para el
genotipado de ratones. A) Oligonucleótidos empleados para la detección de los alelos de la línea KO de Loxl2: L2+,
L2flneo, L2fl y L2-. B) Oligonucleótidos utilizados para la detección de los alelos de la línea de sobreexpresión de Loxl2:
R26+, R26STOPL2 y R26L2. C) La presencia de la recombinasa Cre se detectó usando la pareja de oligonucleótidos CRE-F




Tabla 3. Oligonucleótidos utilizados para el genotipaje de ratones.
4. LÍNEAS CELULARES Y CULTIVOS CELULARES.
Todas las líneas celulares, MEFs y queratinocitos primarios utilizados en este trabajo
fueron cultivados a 37°C en una atmósfera humificada al 5% de CO2.
4.1. Línea celular HEK293T.
Estas células proceden de tejido renal embrionario humano y están transformadas con el
antígeno T grande del virus SV40 (ATCC # CRL-11268TM). Fueron crecidas en medio DMEM
(Gibco) suplementado con 10% FBS (Gibco), 2mM L-glutamina (Gibco), 1μg/ml insulina,  1%
penicilina/estreptomicina y 2,5 µg/ml fungizona.























































4.2. Cultivo primario de MEFs.
Los MEFs fueron aislados de embriones de ratón de 13,5 días de gestación. Tras la
resección del hígado y parte de la cabeza (para genotipado),  los embriones fueron triturados
con la ayuda de tijeras estériles en una campana de cultivos celulares. A continuación, se
incubaron durante 10 min con 5ml de tripsina al 0,05% (Gibco) a 37°C en placas de 60mm de
diámetro (P60, Falcon). Pasado este tiempo, se resuspendieron en medio de cultivo DMEM
suplementado con 10% FBS (Gibco), 2mM L-glutamina (Gibco), 1μg/ml insulina,  1%
penicilina/estreptomicina y 2,5 µg/ml fungizona. Los cultivos procedentes de cada embrión se
dividieron en dos placas de 100 mm de diámetro (P100, Falcon) para su crecimiento. 2 o 3 días
después se congelaron varios viales de la expansión del cultivo.
4.3. Cultivo primario de queratinocitos.
Los queratinocitos primarios de ratón se obtuvieron a partir de la epidermis de ratones
recién nacidos, de entre 0 y 2 días. Una vez sacrificados, los neonatos, se lavaron en PBS.
Posteriormente, en condiciones de esterilidad, se les amputó la cola y las extremidades, y se
hizo una incisión longitudinal con un bisturí a lo largo de todo el dorso del animal. Con la ayuda
de unas pinzas estériles se separó la piel del resto del cuerpo y se lavó de nuevo con PBS. Cada
una de las pieles obtenidas se estiró y se colocó con la dermis hacia abajo en una placa con
tripsina sin EDTA (Sigma) durante toda la noche a 4°C. Al día siguiente, fueron colocadas en
P60 y con la ayuda de pinzas estériles se separó la epidermis de la dermis. La epidermis fue
transferida a una placa nueva donde se troceó con un bisturí y se traspasó a un tubo de 50 ml
(Falcon) conteniendo 10 ml de medio de aislamiento. Este medio de cultivo se compone de
MEM (Gibco) suplementado con FBS quelado al 2% (cedido por la Dra. Mirna Pérez-Moreno,
CNIO), 1,4 mM CaCl2, 2,5 µg/ml fungizona y 1% penicilina/streptomicina. A continuación, cada
tubo fue sometido a agitación con 50 pulsos cortos en un vórtex a velocidad media (Bio-Rad).
La suspensión resultante fue filtrada a través de una malla estéril de teflón (Cell strainer 100
µm, Falcon), eliminándose así los agregados de células cornificadas. El filtrado se centrifugó
durante 5 min a 1.200 r.p.m. Los queratinocitos fueron resuspendidos en medio de siembra,
compuesto de MEM (Gibco) suplementado con FBS quelado al 4% (cedido por la Dra. Mirna
Pérez-Moreno, CNIO), 0,2mM CaCl2, 2,5 µg/ml fungizona y 1% penicilina/estreptomicina.
Seguidamente, los queratinocitos aislados fueron sembrados en placas cubiertas de colágeno
IV (BD Biosciences). Al día siguiente, el medio de siembra fue reemplazado por medio CnT07
(CELLnTec Advance Cell Systems).
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4.4. Cultivo primario de células epiteliales derivadas de tumores PyMT.
Las células tumorales derivadas del modelo de cáncer de mama PyMT fueron obtenidas
tras la necropsia de los ratones en condiciones asépticas. En una campana de cultivos
celulares, los tumores fueron disgregados con unas tijeras quirúrgicas. A continuación, se
incubaron durante 1 h en 10 ml de colagenasa al 0,1% (Roche) a 37°C y se filtraron a través de
mallas de teflón de 70 µm (Falcon). Después de centrifugar 5 min a 1.200 r.p.m., las células de
cada tumor fueron sembradas en placas P100 con medio HAM’s F12 suplementado con 5% FBS
(Gibco), 2 mM L-glutamina (Gibco), 10 μg/ml insulina, 1 μg/ml hidrocortisona, 1%
penicilina/estreptomicina y 2,5 µg/ml fungizona. Se obtuvieron cultivos estables tras realizar
entre 3-5 pases seriados utilizando tripsina diluida al 0,0125% (Gibco).
5. TRANSFECCIONES E INFECCIONES LENTIVIRALES Y ADENOVIRALES.
Para la generación de lentivirus se sembraron 3x106 células HEK293T en placas P100. Al
día siguiente fueron transfectadas con CaCl2 con 10 µg de los plásmidos de empaquetamiento
lentiviral: pLP1 (3,9 µg), pLP2 (2,6 µg) y pLPVsVg (3,3 µg); y con 10 µg del vector lentiviral que
contiene el tándem reportero GFP-Luc. Los sobrenadantes celulares, que contenían las
partículas infecciosas lentivirales, fueron recogidos a las 48-60 h de la transfección y filtrados
en membranas de 0,45 µm (Falcon). Las células tumorales PyMT en crecimiento exponencial
(2x106 células en placas P100) fueron infectadas con 5 ml de medio con virus, al que
previamente se le había añadido 10 µg/ml polibreno (Sigma). Después de 12 h, se les cambió el
sobrenadante viral por 10 ml de medio de cultivo fresco. Las células positivas para GFP, y en
consecuencia también para luciferasa, fueron separadas a los 7 días mediante citometría de
flujo (Cytomics FC 500MPL, Beckman Coulter). Posteriormente, fueron sujetas a infección con
adenovirus que expresaban GFP (Adeno-GFP, utilizado como control) o la recombinasa Cre
(Adeno-Cre). Para ello, aproximadamente 3x106 células fueron incubadas durante toda la
noche con 5 ml de medio que contenía los adenovirus purificados en un ratio de 15 partículas
infecciosas por célula. Dos infecciones consecutivas fueron necesarias para una deleción
completa de Loxl2 que se verificó a nivel de PCR.
6. ENSAYOS CELULARES IN VITRO.
6.1. Diferenciación in vitro de queratinocitos primarios.
Los queratinocitos primarios fueron sometidos a diferenciación terminal añadiendo medio
de cultivo con una concentración 1,4 mM de CaCl2. Para ello, se sembraron previamente
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1,5x106 células en placas P60 recubiertas con colágeno IV (BD Biosciences) que fueron
recogidas para la extracción de proteínas a las 0 h, 8 h, 16 h, 24 h, 36 h, y 48 h después de la
adición del Ca2+. En el caso de las células que se utilizaron para ensayos de
inmunofluorescencia, éstas se sembraron sobre placas con cristales de 12 mm de diámetro,
previamente recubiertos con una matriz artificial de colágeno (Coating Matrix Kit, Gibco) según
las instrucciones del fabricante.
6.2. Curvas de crecimiento e inmortalización celular.
Para los ensayos de crecimiento de MEFs, se plaquearon 5x104 células en placas de 6
pocillos (Falcon) y se realizaron contajes a los días 1, 3, 5, 7, 9 y 11 después de la siembra. La
gráfica se obtuvo al relativizar las células contabilizadas en cada punto con respecto a un
mismo número inicial de células.
Para los ensayos de inmortalización, los MEFs fueron cultivados y sometidos a pases
sucesivos siguiendo el protocolo clásico 3T3 durante aproximadamente dos meses. Cada 3 días
las células eran contadas y resembradas (106 células) en placas P100 para el siguiente contaje.
La curva de inmortalización se obtuvo representando el número acumulado de células en
relación a un mismo número de partida.
6.3. Análisis del ciclo celular en MEFs.
Para el análisis del ciclo celular en MEFs, se sembraron 5x105 células en placas P100 y se
recogieron al día siguiente mediante tripsinización. Tras un lavado con PBS  y centrifugación a
1.200 r.p.m., fueron resuspendidas en 300 µl de PBS y fijadas con 700 µl de etanol 100% que
se añadió cuidadosamente gota a gota mientras la suspensión se agitaba con suavidad. Las
células se resuspendieron finalmente en 500 µl de PBS conteniendo 15 µg/ml de ioduro de
propidio y se analizaron las distintas fases del ciclo celular mediante citometría de flujo
(Cytomics FC 500MPL, Beckman Coulter).
6.4. Ensayos de migración celular.
Para los ensayos de migración de MEFs, los cultivos celulares a alta confluencia (90%)
fueron rasgados con una punta de plástico estéril. Se tomaron fotografías en campo claro,
siempre en el mismo punto, a las 0 h, 18 h y 24 h con un microscopio invertido (Nikon Eclipse
TS100) equipado con una cámara digital. El proceso de cierre fue cuantificado al relativizar las
mediciones del tamaño de la herida a los diferentes tiempos con el tamaño inicial de la misma.
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6.5. Ensayo de estabilidad de proteínas.
Para el estudio de la estabilidad de la proteína Snail1 en MEFs, los cultivos celulares a 60-
70% de confluencia, fueron tratados con el inhibidor de la traducción proteica cicloheximida
(Sigma) a una concentración de 20 µM. Las células fueron recogidas a los 0, 15, 30, 60 y 120
min después del inicio del tratamiento analizando posteriormente los niveles de Snail1
mediante Western-blot.
7. ESTUDIOS IN VIVO.
7.1. Tratamiento de la piel con TPA.
Un día antes del tratamiento, el dorso de los animales fue afeitado. Se aplicaron
tópicamente 12,5 µg de TPA, diluido en 200 µl acetona, cada dos días durante una semana a
animales de aproximadamente 2 meses de edad de los distintos genotipos. Tras el
experimento, los ratones fueron sacrificados y las pieles fueron recogidas para análisis por
histología (parafina), inmunohistoquímica (parafina) e inmunofluorescencia (OCT).
7.2.Carcinogénesis química de piel.
Para estos experimentos se utilizaron animales transgénicos L2+/+, L2-/-, R26+/+ y R26L2/L2 de
edades comprendidas entre 8 y 12 semanas que fueron sometidos al protocolo de
carcinogénesis experimental DMBA-TPA (Yuspa et al., 1996). Brevemente, los ratones fueron
afeitados 24 h antes de iniciar el tratamiento consistente en la aplicación tópica de una única
dosis del carcinógeno 7,12-dimetilbenzantraceno (DMBA) (62,5 µg) seguida de dos dosis por
semana del éster de forbol 12-o-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) (12,5 µg) durante 16
semanas. Cada dos semanas se examinó la piel de los animales y se midieron los tumores con
un calibre hasta el final del experimento (semana 28-30). Tras el sacrificio de los animales se
tomaron muestras de las lesiones inducidas y de todos los órganos y se embebieron en
bloques de parafina.
7.3.Análisis por citometría de flujo de muestras de pulmón, sangre y médula ósea.
Tras la necropsia de los animales del modelo de cáncer de mama PyMT, se extrajeron
cuidadosamente los pulmones y se procesaron cortando los órganos y sometiéndolos a
digestión con colagenasa al 0,1% (Sigma Aldrich) a 37°C en agitación durante 1 h.
Posteriormente, el tejido fue disgregado con ayuda de jeringuillas y agujas. Las suspensiones
celulares fueron pasadas por filtros de 70 µm (Falcon) y se resuspendieron en 1 ml de PBS. Las
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muestras de sangre fueron obtenidas directamente del corazón de animales recién sacrificados
y depositadas en tubos anticoagulantes (EDTA). Los glóbulos rojos fueron lisados con el
tampón de lisis ACK (Gibco) y el resto de las células se lavaron y se resuspendieron en 1 ml de
PBS. Las células de la médula ósea se obtuvieron tras inyectar repetidas veces 1ml de PBS por
el interior de las tibias y fémures de animales recién sacrificados hasta vaciar su contenido.
Aproximadamente 2x106 células de cada tejido se incubaron con los anticuerpos primarios
anti-CD11b y anti-Gr1 conjugados con fluorocromos (Tabla 4) durante 45 min a 4°C. Las
muestras fueron posteriormente analizadas por un citómetro CITOMICS FC-500 MPL (Beckman
Coulter) mediante los programas de adquisición y análisis MXP y CXP, respectivamente
(Beckman Coulter).
7.4. Ensayos de metástasis espontánea y experimental.
1,5x106 células PyMT-GFP-Luc infectadas con los vectores adenovirales Adeno-GFP o
Adeno-Cre fueron suspendidas en 100 µl de PBS e inyectadas en la grasa de la glándula
mamaria (ensayo de metástasis espontánea) o en la vena de la cola (ensayo de metástasis
experimental) de ratonas inmunodeprimidas de 8-10 semanas de edad (Moreno-Bueno et al.,
2011). Los animales fueron monitorizados semanalmente por bioluminescencia tras la
inyección retro-orbital (100 µl ) del compuesto D-luciferina (50 mg/Kg en PBS), sustrato de la
enzima luciferasa. El seguimiento fue llevado a cabo en una cámara IVIS Lumina II
(PerkinElmer) y los datos obtenidos fueron tratados con el programa Living Software. Las
dimensiones de los tumores fueron adicionalmente adquiridas mediante el uso de un calibre.
Para todos los experimentos de inyección de células y el seguimiento in vivo, los animales
fueron anestesiados con una mezcla de isofluorano/oxígeno, según los protocolos establecidos
por el Comité de ética para la experimentación animal de la Universidad Autónoma de Madrid
(CEI-25-587).
8. PROCESAMIENTO DE TEJIDOS.
8.1. Generación de bloques de parafina.
Los tejidos y tumores utilizados en este trabajo se fijaron en formol al 10% (Merck)
durante 24 h, siendo posteriormente deshidratados en baños progresivos de 30 min de etanol
al 25%, 50%, 75%, 80% y 100% y finalmente se incubaron en xilol (Merck) durante 24 h. Las
muestras se incluyeron en un baño de xilol:parafina (1:1) a 55°C durante 16 h. A continuación,
se embebieron en soportes metálicos rellenados con parafina (DC Panreac) a 55°C y el bloque
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se dejó enfriar hasta su solidificación. Una vez obtenidos los bloques, se cortaron en secciones
de 5 µm con un micrótomo (Microtomo Rotatorio Minot, Leica), y se depositaron sobre
portaobjetos tratados para favorecer la adhesión del tejido (VWR International).
8.2. Generación de bloques de OCT.
Los bloques de OCT se generaron utilizando el medio “Optimal Cutting Temperature”
(Takara). Las muestras frescas se incluyeron y se orientaron en un soporte Tissue Teck (Dako)
que se rellenó con OCT y fue colocado en nitrógeno líquido (pieles) o sobre nieve carbónica
(resto de tejidos). Una vez congelados, los bloques se almacenaron a -80°C. Posteriormente, se
cortaron en secciones de 5 µm utilizando el criostato Reichert-Jung Cryocut 1900 (Leica) y las
secciones se depositaron en portaobjetos (Dako) para su posterior análisis.
8.3. Tinción con hematoxilina/eosina.
Las secciones de tejido se desparafinaron con xilol (20 min), se rehidrataron en
concentraciones decrecientes de etanol (100%, 95%, 75% y 50%) y finalmente en agua
destilada. Las muestras se tiñeron con hematoxilina (DC Panreac) durante 5 min a temperatura
ambiente y el exceso de tinción se eliminó con 3 lavados de 5 min en agua corriente. A
continuación, se llevó a cabo una contra-tinción con eosina (DC Panreac) 1 min a temperatura
ambiente seguida de varios lavados con agua. Finalmente, las muestras se deshidrataron en
baños progresivos de etanol (50%, 70%, 95% y 100%), se aclararon con xilol (20 min) y se
montaron con Depex (BDH Prolabo).
9. ANÁLISIS DE LA MATRIZ EXTRACELULAR.
9.1. Tinción con rojo sirio.
Para la tinción con rojo sirio, se realizaron secciones de 5 µm procedentes de bloques de
OCT que fueron fijadas 20 min en paraformaldehido 4% a temperatura ambiente. Después de
tres lavados de 10 min con PBS, los núcleos celulares de los tejidos se tiñeron con hematoxilina
de Weigert’s (Sigma Aldrich) durante 3 min a temperatura ambiente y se lavaron durante 10
min con agua corriente. Seguidamente, las preparaciones fueron sumergidas en 0,1% rojo sirio
(Direct Red 80; Sigma Aldrich) durante 1 h a temperatura ambiente y se lavaron con agua
corriente hasta que la muestra ya no era capaz de teñir el agua. Por último, las tinciones se
deshidrataron en baños progresivos de etanol al 50%, 70%, 95% y 100% y se introdujeron en
xilol 5 min antes de montarse con Depex (BDH Prolabo). Las preparaciones se visualizaron
utilizando un microscopio de fluorescencia Olympus IX81 acoplado a un analizador (U-ANT;
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Olympus) y a un polarizador (U-POT; Olympus), orientados en paralelo y ortogonalmente uno
con el otro, que estaba equipado a una cámara Sopt Flex. La cuantificación del colágeno fibrilar
se realizó calculando la media del porcentaje del área birrefringente de, al menos, 5 zonas de
cada tumor analizado (Levental et al., 2009).
9.2 Microscopía de fuerza atómica (AFM).
El análisis por microscopía de fuerza atómica se realizaró en colaboración con la Dra.
Valerie Weaver (USCF, USA). Se llevaron a cabo en muestras tumorales de los modelos de
cáncer de mama PyMT, congeladas y embebidas en OCT, que se cortaron en secciones de 30
µm. Cada sección fue cubierta de PBS que contenía inhibidores de proteasas y fosfatasas, así
como ioduro de propidio para visualizar la parte celular. Este procedimiento se realizó como se
describió previamente (Lopez et al., 2011). Brevemente, las mediciones por AFM se realizaron
con un microscopio invertido de fuerza atómica MFP3D-BIO (Asylum research) acoplado a un
microscopio invertido de fluorescencia Nikon TE00-U, disponible en el grupo de la Dra. Valerie
Weaver. Para realizar las mediciones, se utilizó una micropalanca de nitrito de silicio que
llevaba unida una punta de cristal de borosilicato (Novascan Tech). La micropalanca fue
calibrada usando el método de oscilación termal (Lozano et al., 2010). Los campos de fuerza se
tomaron de regiones de 40 µm x 40 µm del tumor ricas en estroma. El análisis de los datos se
llevó a cabo usando el software Hertz model in Igor Pro (Wavemetrics). Se utilizó un
coeficiente de Poisson de 0,5 para el cálculo del módulo elástico de Young (Alcaraz et al.,
2003).
10. DETECCIÓN DE PROTEÍNAS.
10.1. Análisis de proteínas mediante Western blot.
Los extractos proteicos procedentes de cultivos celulares se obtuvieron lisando las células
durante 15 min en tampón RIPA (0,1% SDS, 0,5% deoxicolato sódico, 1% NP-40, 150 mM NaCl,
50 mM Tris-HCl pH 8,0) suplementado con inhibidores de proteasas y fosfatasas (2 mM PMSF,
2 µg/ml leupeptina, 20 ng/ml aprotinina, 1 mM ortovanadato) (Sigma Aldrich). En el caso de
los tejidos, las muestras fueron, además, trituradas con un homogeneizador. Los lisados se
centrifugaron a 13.000 r.p.m. durante 20 min y el sobrenadante, conteniendo las proteínas, se
aisló para la evaluación de la concentración proteica mediante el método BCA (Thermo
Scientific). Las muestras cuantificadas se guardaron a -80°C hasta su uso.
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Entre 40-50 µg de los diferentes extractos se resolvieron en geles desnaturalizantes SDS-
PAGE de acrilamida (concentración 7-12%). Las proteínas se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa Inmobilon-P (Milipore) utilizando tampón de transferencia (20% metanol, 10%
Tris-glicina pH 8,8) durante toda la noche a 250 mA. La unión inespecífica de anticuerpos a la
membrana se bloqueó mediante incubación de 1 h con tampón PBS-Tween (0,01%)
conteniendo 5% de leche desnatada. Las membranas se incubaron, a continuación, con los
anticuerpos primarios correspondientes (Tabla 4) toda la noche a 4°C. Tras tres lavados de 10
min con TBS-Tween, las membranas se incubaron con el anticuerpo secundario
correspondiente, conjugado con peroxidasa de rábano (HRP) (Tabla 5), durante 1 h a
temperatura ambiente. Posteriormente, las membranas se lavaron tres veces con TBS-Tween y
las proteínas se visualizaron mediante quimioluminiscencia usando el kit de detección ECL
chemiluminiscence detection kit (Amersham), siguiendo las instrucciones del fabricante. En
todos los casos, los resultados mostrados corresponden a un experimento representativo de,
al menos, tres repeticiones.
10.2. Análisis por inmunofluorescencia (IF).
Para el análisis por IF en células, el cultivo se dejó crecer hasta alcanzar el 80% de
confluencia en placas P60 con cristales de 10/12 mm de diámetro. Las células fueron fijadas de
acuerdo con el antígeno y anticuerpos a utilizar (Tabla 4) y permeabilizadas, en su caso, con
Triton-X100 0,1% (Sigma Aldrich) en PBS 5 min. Para los análisis por IF en tejidos, se cortaron
secciones de 5 µm de bloques de OCT y se fijaron en metanol y acetona (-20°C, 4 min y 2 min,
respectivamente). Seguidamente, las preparaciones fueron bloqueadas con el agente EnVision
Flex Antibody Diluent (Dako) durante 45 min a 37°C e incubadas a esa temperatura durante 1 h
con los anticuerpos primarios y secundarios correspondientes conjugados con fluoróforos
(Tabla 4 y 5), tal y como se ha descrito previamente (Moreno-Bueno et al., 2009). Las tinciones
fueron visualizadas con un microscopio confocal LSM710 (Zeiss).
10.3. Análisis por inmunohistoquímica (IHQ).
Las tinciones por IHQ se realizaron en secciones procedentes de bloques de parafina de 5
µm de grosor. El protocolo que se siguió fue idéntico al descrito previamente por nuestro
grupo (Moreno-Bueno et al., 2009; Moreno-Bueno et al., 2011) siguiendo las instrucciones del
kit  EnVision™+ Kits (Dako). Los anticuerpos utilizados se encuentran recogidos en la Tabla 4.
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Tabla 4. Anticuerpos primarios.
WB: Western blot; IF: Immunofluorescencia; IHQ: Immunohistoquímica; C: Citometría
pc: anticuerpo policlonal mc: anticuerpo monoclonal; TX100: Tritón X-100
Proteína Especie (tipo) Procedencia Fijación/
Permeabilización
Dilución WB/IF/IHQ/C
Lox Conejo (pc) K. Csiszar ---------- 1:1000/--/--/--
Loxl1 Conejo (pc) K. Csiszar ---------- 1:1000/--/--/--
Loxl2 Conejo (pc) K. Csiszar Formaldehído
10%/TX100
1:1000/--/1:200/--
Loxl3 Conejo (pc) K. Csiszar ---------- 1:1000/--/--/--
Cadherina-E Rata (mc; ECCD2) M. Takeichi Metanol/Acetona 1:500/1:200/--/--
Cadherina-N Ratón (mc) Zymed Metanol/Acetona 1:500/1:200/--/--
Snail1 Ratón (mc; L7062) Cell Signaling ---------- 1:500/--/--/--
Loricrina Conejo (pc) Covance Metanol/Acetona 1:1000/1:1000/--/--
Citokeratina 1 Conejo (pc) Covance Metanol/Acetona 1:1000/1:1000/--/--
Citokeratina 10 Conejo (pc) Covance Metanol/Acetona 1:1000/1:1000/--/--
Citokeratina 5 Conejo (pc) Covance Etanol 1:1000/1:1000/--/--
Claudina-1 Conejo (pc) Zymed Metanol/Acetona 1:500/1:100/--/--
Integrina β4 Rata(mc:346-11A) BD Pharmingen Metanol/Acetona --/1:200/--/--
Collageno IV Conejo (pc) Abcam Metanol/Acetona --/1:250/--/--
Collageno I Conejo (pc) Rockland Metanol/Acetona --/1:250/--/--
Fibronectina Ratón (mc) BD Transduction Metanol/Acetona --/1:250/--/--
Elastina Conejo (pc) Elastin Products
Company
Metanol/Acetone --/1:250/--/--
β-catenina Ratón (mc) BD Transduction Metanol/Acetone --/1:500/--/--
γ-Catenina Ratón (mc) BD Transduction Metanol/Acetone 1:500/1:500/--/--
α-tubulina Ratón (mc) Sigma 1:10000/--/--/--





WT1 Conejo (pc) Santa Cruz Formaldehído
10%/TX100
--/--/1:400/--
Caspasa 3 Conejo (pc) RyD Systems Formaldehído
10%/TX100
--/--/1:300/--






Gr1-PE Conejo (pc; RB6-
8C5)
BD Pharmingen --/--/--/1:100
CD11b-PECy7 Conejo (pc) BD Pharmingen --/--/--/1:100
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Tabla 5. Anticuerpos secundarios
WB= Western blot; IF: inmunofluorescencia
Espectros de emisión= 488: fluorescencia verde; 546: fluorescencia roja; 647: fluorescencia en rojo lejano
11. ANÁLISIS DE RNA MENSAJERO.
11.1. Extracción de RNA total y síntesis de cDNA.
El RNA de células y tejidos (papilomas, tumores de mama y pulmones) se extrajo
mediante el método descrito por Chomczynski y Sacchi utilizando trizol (Chomczynski and
Sacchi, 1987). Las células, cultivadas en placas P100 al 60-70% de confluencia, fueron recogidas
con 1 ml de trizol. En el caso de los tejidos, éstos fueron suspendidos también en 1 ml de
reactivo y disgregados con ayuda de un sonicador. A continuación, se añadió y mezcló 0,2 ml
de cloroformo, centrifugándose durante 15 min a 13.000 r.p.m. La fase superior (acuosa) se
aisló, y se añadieron 0,5 ml de isopropanol frío para precipitar el RNA. Tras la precipitación, los
tubos se centrifugaron a 13.000 r.p.m. durante 20 min a 4°C. Se eliminó el sobrenadante y el
precipitado se lavó con etanol al 70%. Después de otra centrifugación, se eliminó el etanol y se
dejó secar el tubo a temperatura ambiente. Finalmente, el RNA se resuspendió en 10-50 µl de
agua libre de nucleasas. La cantidad y calidad del RNA se evaluó con un espectrofotómetro
(ND-1000).
Para la síntesis del DNA complementario (cDNA) se retrotranscribieron 2 µg del RNA total
con la enzima MLV-RT (Promega), utilizando oligo-dT como cebador. Para la reacción se
empleó el siguiente protocolo: 5 min a 70°C y 1 h a 42°C, tal y como está descrito (Moreno-
Bueno et al., 2009).
ANTICUERPO ESPECIE APLICACIÓN PROCEDENCIA
WB                           IF
Anti-conejo-HRP Cabra 1:5000 -------- GE Healthcare
Anti-ratón-HRP Cabra 1:5000 -------- GE Healthcare
Anti-rata-HRP Cabra 1:5000 -------- GE Healthcare
Anti-conejo Alexa 488/546/647 Cabra -------- 1:500 Molecular Probes
Anti-ratón Alexa   488/546/647 Cabra -------- 1:500 Molecular Probes
Anti-rata Alexa     488/546/647 Cabra -------- 1:500 Molecular Probes
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11.2. Análisis de la expresión génica mediante PCR semicuantitativa.
Cada PCR se realizó a partir de 100 ng de cDNA, empleando el reactivo REDExtract-N-Amp
Tissue PCR Kit (Sigma Aldrich) y los oligonucleótidos correspondientes a una concentración
final de 0,5 µM (Tabla 6). Las condiciones de estas reacciones son similares que las de la PCRs
de genotipaje, variando únicamente el número de ciclos, que oscilaba entre 28 y 32.
Tabla 6. Oligonocleótidos usados para PCR semicuantitativa.
11.3. Análisis de la expresión génica mediante PCR cuantitativa en tiempo real (qRT-
PCR).
Para la realización de los análisis de qPCR se empleó el kit “SYBR Green Supermix”
(BioRad) utilizando una pareja de cebadores específicos contra los genes de interés a una
concentración de 0,5 µM (Tabla 7). Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador Iq5
Multicolor Real-Time PCR Detection System (BioRad) asociado al programa iQ5 Optical System
Software. Cada experimento se llevó a cabo por duplicado con 20 ng de cDNA y las condiciones
fueron las mismas para todos los genes analizados:
- 5 min a 95°C
- (15 seg a 95°C , 30 seg a 62°C, 30 seg a 72°C) x 40 repeticiones
- 10 min a 72 °C
- 10 seg a 55°C, incrementando la temperatura 0,5°C en cada ciclo hasta
alcanzar los 95°C (81 ciclos en total), para la determinación de la curva de fusión.
La expresión génica se calculó mediante el método ∆Ct, determinando el número de
copias del gen de interés frente al gen de expresión constitutiva β-actina según la siguiente
fórmula:
∆Ct = 2Ct control – Ct problema
ALELO OLIGONUCLEÓTIDO FW OLIGONUCLEÓTIDO RW TAMAÑO AMPLICÓN
Lox acaaccgcaccgcctctaccc tgatgtcctgtgtagcgaatgtc 800 pb
Loxl2 aagtgggctatgtagaggccaag aggctttggggttgtaggtcttc 350 pb
Loxl3 gggactcagggaatgtaactgag ctggttactagtctggccaggg 800 pb
GAPDH tgaaggtcggtgtgaacggatttggc catgtaggccatgaggtccaccac 900 pb
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Donde ∆Ct es la expresión normalizada del gen de interés frente a la expresión del gen
constitutivo; Ct es el ciclo umbral; control es el gen de expresión constitutiva, y problema el
gen de interés.
Tabla 7. Secuencia de los oligonucleótidos usados para qRT-PCR.
















Notch 1 GAATGGAGGTAGGTGCGAAG TCTTACACGGTGTGCTGAGG
Hes 1 TCTGGAAATGACTGTGAAGCA GTCACCTCGTTCATGCACTC
















En todos los experimentos, los análisis estadísticos se realizaron aplicando la prueba t de








1. GENERACIÓN DEL MODELO DE RATÓN TRANSGÉNICO CONDICIONAL DE
SOBREEXPRESIÓN DE LOXL2.
Con el objetivo de estudiar “in vivo” los efectos de la sobreexpresión de Loxl2 en
condiciones fisiológicas y tumorales, decidimos generar un modelo de ratón transgénico
condicional de ganancia de función. Para ello, seguimos una estrategia de “gene targeting”
basada en la recombinación homóloga del vector de interés en el locus Rosa26 (R26) (Nyabi et
al., 2009), que permite una expresión ubicua y continuada en el tiempo del gen que queremos
sobreexpresar. El vector a insertar incorporaba una secuencia SA (“splicing acceptor”) en el
extremo 5’, una caja (cassette) de resistencia a neomicina con una señal de parada de la
transcripción (PGK-neo-STOP), flanqueados por dos sitios loxP, seguida de una copia del cDNA
de Loxl2 y de la región codificante del gen reportero GFP, separadas ambas por una secuencia
IRES (Figura 13A) que permite la lectura bicistrónica del mRNA resultante. Este vector se
electroporó en células madre embrionarias de ratón (Embryonic Stem Cells: ESCs), de la cepa
híbrida C57BL/6 y 129Sv, incorporándose en el locus R26 mediante recombinación homóloga
entre los exones 1 y 2 (Figura 13A), de modo que la transcripción del cDNA exógeno de Loxl2
quedaba bajo el promotor de R26. Los clones positivos (3 de 50) fueron seleccionados y
confirmados mediante PCR diagnóstica utilizando los oligonucleótidos correspondientes
(Figura 13B). Posteriormente, uno de los clones se agregó en mórulas de ratones CD1
obteniendose animales quiméricos. Los fundadores de la colonia transgénica condicional
(R26+/STOPL2) fueron generados a partir de aquellos animales quiméricos capaces de transmitir el
transgén a través de la línea germinal. A continuación, estos ratones condicionales se cruzaron
con la cepa CMV-Cre, que expresa de manera constitutiva y ubica la recombinasa Cre (Figura
13A). Dicha recombinasa, al actuar específicamente sobre los sitios loxP, escindió el cassette
PGK-neo-STOP permitiendo la expresión constitutiva de Loxl2. Con el objetivo de conseguir una
sobreexpresión mayor de la proteína, ratones heterocigotos (R26+/L2) se cruzaron entre sí para
generar la cepa homocigota (R26L2/L2). La sobreexpresión de Loxl2 se confirmó a nivel de RNA y
de proteína (tanto a nivel intracelular como extracelular) en MEFs (Figura 13C). Además, se
pudo detectar la expresión de GFP mediante análisis de fluorescencia in vivo en ratones P0
(neonatos) (Figura 13D). Con la finalidad de profundizar en las funciones de Loxl2 en un
contexto fisiológico, gran parte del trabajo de esta tesis doctoral se ha llevado a cabo en
paralelo con el ratón “knock-out” (KO) de Loxl2 (L2-/-) previamente generado en el laboratorio
(ver materiales y métodos), lo que ha contribuido a dar una mayor significancia biológica a los
resultados detallados a continuación.
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Figura 13. Estrategia de recombinación homóloga. (A) Representación esquemática de las diferentes variantes de
alelos ROSA26 (R26) de este estudio. El vector de recombinación homóloga (vector de trageting) contiene una señal
aceptora de splicing (SA), una caja PGK-neo-STOP (resistencia a neomicina y señal de parada transcripcional) (azul),
flanqueada por dos sitios loxP (triángulos negros), y el cDNA de Loxl2 (rojo) seguido por la secuencia IRES y la región
codificante de GFP (verde). El alelo R26STOPL2 se generó por recombinación homóloga en el locus R26. Después de la
escisión mediada por la recombinasa Cre, la caja PGK-neo-STOP es eliminada y el tándem Loxl2/GFP es expresado
bajo el control del promotor R26 (alelo R26L2). Los oligonucleótidos utilizados como cebadores para las reacciones
de PCR están también indicados. (B) Análisis por PCR diagnóstica de los clones de células ES positivos para los alelos
recombinantes. Un control negativo se utilizó en paralelo (C-). (C) Análisis por PCR semicuantitativa (panel
izquierdo) y Western blot de medio condicionado (extra) y extractos intracelulares (intra) (panel derecho) de MEFs
de los genotipos indicados. GAPDH y α-tubulina fueron usados como controles de carga en los análisis por PCR y
Western blot, respectivamente. (D) Imágenes de fluorescencia (GFP) de ratones neonatos de los genotipos
indicados.
2. CARACTERIZACIÓN FENOTÍPICA DE LOS RATONES MODIFICADOS GENÉTICAMENTE
PARA LOXL2.
2.1. Caracterización del ratón KO de Loxl2 (L2-/-).
El análisis de las camadas procedentes de parentales heterocigotos (L2+/-) reveló que las
crías de los ratones KO de Loxl2 (L2-/-) llegaban al destete con una frecuencia inferior a la
esperada (Figura 14 A, fila superior). Dado que a mitad de la gestación (día 13,5 después del
parto) se observaron números normales de ratones de todos los genotipos (Figura 14A, fila
inferior), decidimos estudiar los ratones recién nacidos. Justo después del parto (P0) y a P1,
algunos neonatos parecían gravemente afectados, con una apariencia cianótica, y terminaban
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muriendo a las pocas horas, siendo el porcentaje de animales KO vivos a P1 del 13,2 %,
aproximadamente la mitad de la progenie esperada (Figura 14A, fila intermedia).
Los neonatos muertos fueron sujetos a un análisis histopatológico para intentar
determinar la causa de la muerte. Aunque no se pudo identificar un defecto consistente
presente en todos los animales L2-/- afectados, se detectaron algunas anormalidades en 2 de 8
ratones muertos, que mostraban un problema congénito en el corazón debido a la formación
incompleta o ruptura del septo ventricular (Figura 14B a) que explicaría la muerte de, al
menos, estos dos animales. Esta alteración estaba acompañada en algunos casos por una
distensión de los capilarees sanguíneos del hígado (Figura 14B b). Además, encontramos un
animal KO con una arquitectura normal en el corazón pero que presentaba esta alteración de
la vasculatura hepática. Estos datos sugieren que la ausencia de Loxl2 afecta a la morfogénesis
cardíaca y a la vasculatura hepática con diferente penetrancia, pudiendo ser responsable de la
muerte de los animales afectados. Cabe destacar que no se encontraron problemas,
aparentemente, en ninguno de los ratones KO para Loxl2 durante la edad adulta y el análisis
histológico de los órganos no mostró ninguna anomalía (datos no mostrados).
Figura 14.Caracterización
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heterocigotos y KO a mitad
de la gestación (E13.5), P1 y
después del destete. Los
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(B) a) Esquema y H&E de
secciones  transversales del
corazón procedente de un
ratón Loxl2 KO muerto
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encontrada en el septo
ventricular (panel superior).
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ventrículos del corazón
afectado. b) Secciones de
H&E de hígados de ratones
neonatos L2+/+ y L2-/-. Las





Para obtener información adicional sobre los órganos que podrían estar afectados por la
pérdida de Loxl2, varios tejidos de ratones neonatos (P1) WT y KO fueron examinados para la
expresión de la proteína mediante Western blot. Así,  Loxl2 se detectó abundantemente en
corazón y pulmón y en menor cantidad en riñón (Figura 15). Por el contrario, no fuimos
capaces de encontrar niveles detectables en cerebro e hígado (Figura 15 y datos no
mostrados). Los altos niveles detectados en el corazón estarían, por tanto, apoyando la
existencia de problemas cardiacos en los ratones L2-/-. La expresión del resto de los miembros
de la familia Lox se mantuvo prácticamente inalterada en los tejidos analizados en ausencia de
Loxl2, a excepción de Loxl3, cuyos niveles eran relativamente inferiores en los extractos de
corazón procedentes de animales KO para Loxl2 en relación con ratones WT (Figura 15). Los
niveles de Loxl4 no pudieron ser evaluados debido a la inexistencia de anticuerpos eficientes
que reconozcan a la proteína.
Figura 15. Expresión de los miembros de la familia lisil oxidasa en ratones neonatos de la línea KO de Loxl2.
Análisis mediante WB de Loxl2, Lox, Loxl1 y  Loxl3 en distintos órganos de ratones WT y KO para Loxl2. Se utilizó α-
tubulina como control de carga. C: cerebro; Co: corazón; P: pulmón; R: riñón.
2.2. Caracterización fenotípica del ratón de sobreexpresión de Loxl2 (R26L2/L2).
Tanto las hembras como los machos que sobreexpresan constitutivamente Loxl2 en
homocigosis (R26L2/L2) son viables, nacen según la frecuencia esperada y tienen una esperanza
de vida normal (datos no mostrados). Sin embargo, el 90% de los machos homocigotos
resultaron ser estériles. Esta característica fenotípica no se observó en ratones heterocigotos
R26+/L2, sugiriendo que el efecto de Loxl2 en la esterilidad es dosis-dependiente. Con la
excepción del aparato reproductor masculino, no se detectaron alteraciones anatómicas en el
resto de los tejidos analizados a pesar de que la sobreexpresión de la proteína era altamente
eficiente, como muestra el análisis por Western blot llevado a cabo en los distintos órganos
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(Figura 16). La expresión de los otros miembros de la familia no cambió en los tejidos
analizados en respuesta a los altos niveles de Loxl2 (Figura 16).
Figura 16. Expresión de los miembros de la familia lisil oxidasa en ratones neonatos de la línea de sobreexpresión
de Loxl2. Análisis mediante Western blot de Loxl2, Lox, Loxl1 y Loxl3 en distintos órganos de ratones R26+/+ y
R26L2/L2. Se utilizó α-tubulina como control de carga. C: cerebro; Co: corazón; P: pulmón; R: riñón.
2.2.1. Defectos estructurales en los testículos y epidídimo.
El análisis de las gónadas de los machos R26L2/L2 a los tres meses de edad mostró una
hiperplasia en el epidídimo (Figura 17A, panel izquierdo), así como una degeneración testicular
heterogénea que afectaba al 60-70% del testículo (Figura 17B). Este efecto fue más acusado en
ratones de un año de edad (Figura 17A, panel derecho).
Figura 17. Defectos macroscópicos del aparato reproductor masculino en ratones que sobreexpresan Loxl2. (A)
Vista general de los testículos (T) y epidídimos (E) de ratones control y de sobreexpresión de Loxl2. (B) Secciones
macroscópicas de testículos de ratones R26+/+ y R26L2/L2 de 3 meses de edad. Barra de escala= 1000 µm.
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El testículo es el órgano donde se lleva a cabo la espermatogénesis. Fundamentalmente
está compuesto por los túbulos seminíferos, en los cuales se encuentran tres tipos celulares
principales: las células germinales, las  células de Sertoli y las células de Leydig. Durante la
espermatogénesis, las espermatogonias (células diploides) sufren un proceso de meiosis
generando espermátidas (haploides) que finalmente maduran para dar lugar a los
espermatozoides. Por su parte, las células de Sertoli tienen una función fundamentalmente de
soporte de las células germinales y juegan un papel muy importante en la formación de la
barrera hemato-testicular, encargada de proteger a los espermatozoides frente a la respuesta
inmune propia. Finalmente, en el tejido intersticial que rodea a los túbulos seminíferos se
encuentran las células de Leydig, encargadas de la producción de andrógenos (Estrada E.,
2002). Un análisis histológico más exhaustivo de los testículos de ratones R26L2/L2 reveló que las
zonas parcialmente degeneradas tenían los túbulos seminíferos dilatados y una densidad
celular menor que los de testículos procedentes de ratones control R26+/+ (Figura 18A). No
obstante, se pudieron observar las típicas figuras meióticas características (datos nos
mostrados), encontrándose tanto  espermátidas en distintos estadíos de diferenciación  como
espermatozoides en el lumen de los túbulos de los ratones R26L2/L2 (Figura 18A). A
continuación, procedimos a analizar por inmunohistoquímica (IHQ) cambios potenciales en el
estado de las distintas poblaciones celulares presentes en el testículo como posible causa de la
esterilidad. La tinción con el marcador Ki67 mostró un menor número de células proliferativas
(espermatogonias) en las zonas que estaban parcialmente degeneradas (Figura 18B a, panel
central). Sin embargo, el patrón de expresión de Ki67 en las zonas inalteradas de los testículos
R26L2/L2 era indistinguible del observado en los testículos de los animales control (Figura 18B a,
paneles superior e inferior). Además, el marcaje de Caspasa 3 (C3A) indicó que no había un
aumento significativo de células apoptóticas en los testículos de los ratones R26L2/L2 (Figura
18B b). Tampoco se observaron cambios en el número de células de Sertoli ni de Leydig,
detectadas mediante el uso de anticuerpos dirigidos contra los antígenos WT1 (Wilms tumor
gene) y AR (receptor de andrógenos), respectivamente, en los testículos de ratones R26L2/L2 al
compararlos con sus controles (Figura 18B c y d).  Estos resultados descartan que la causa de la
esterilidad sea un problema inherente a la homeostasis testicular.
Por otro lado, en los testículos de ratones R26L2/L2 destacó la presencia de
espermatoceles, es decir, retenciones quísticas de fluido seminal que contiene
espermatozoides (Figura 18C), que podrían estar indicando problemas en otras regiones del
tracto genital, como el epidídimo.
Resultados
65
Figura 18. Análisis histológico e inmunohistoquímico de los testículos. (A) H&E de secciones de testículos
procedentes de ratones R26+/+ y R26L2/L2 de 4 meses de edad (paneles izquierdos) acompañado de una ampliación
detallada de un túbulo seminífero (paneles derechos) que muestran la presencia de células espermátidas maduras
(flechas rojas) y espermatozoides (flecha negras) en los testículos de ratones de ambos genotipos. (B) Análisis por
IHQ de testículos procedentes de ratones R26+/+ y R26L2/L2 (de regiones degeneradas e inalteradas) de 4 meses de
edad para los marcadores Ki67 (a), caspasa 3(C3A) (b), WT1 (Wilms tumor gene) (c) y el receptor de andrógenos
(AR) (d). (C) H&E del testículo de ratones R26+/+ y R26L2/L2 de 4 meses de edad que muestra la presencia de
espermatoceles (asterisco) en los túbulos seminíferos de animales que sobreexpresan Loxl2.
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Tras abandonar el testículo, los espermatozoides se almacenan y terminan de madurar en
los túbulos  del epidídimo. Un estudio más profundo de este órgano en ratones jóvenes (3
meses) R26L2/L2 reveló que los túbulos estaban distendidos, presentaban un componente
inflamatorio y fibrótico, y mostraban un aumento del número y tamaño de capilares
sanguíneos (Figura 19A, paneles superiores). En cuanto al componente epitelial, el epidídimo
se compone de un epitelio pseudo-estratificado de células principales y basales que descansan
sobre una lámina basal. En el caso de los epidídimos de ratones R26L2/L2, destacó la presencia
de células atróficas aplanadas y de zonas con metaplasia escamosa (Figura 19A, paneles
intermedios). Además, se observó un incremento de la proliferación, tras la tinción con Ki67,
de células epiteliales y del estroma en las muestras procedentes de ratones R26L2/L2 (Figura
19B, paneles superiores). El análisis por IHQ mostró que Loxl2 estaba localizada en el estroma
del epidídimo (Figura 19B, paneles intermedios e inferiores), así como en las células basales del
epitelio (Figura 19B, paneles inferiores). A partir de los cuatro meses, ya no se detectaban
espermatozoides en el epidídimo de animales R26L2/L2 (Figura 19A, paneles inferiores),
indicando que los defectos observados son determinantes para la viabilidad de los gametos.
Figura 19. Análisis histológico e inmunohistoquímico de los epidídimos. (A) Paneles superiores: Tinción con H&E
de epidídimos de ratones R26+/+ y R26L2/L2 de 3 meses de edad mostrando, en el caso de los ratones R26L2/L2, una
distensión de los túbulos, inflamación, fibrosis y un incremento en el número y diámetro de los capilares sanguíneos
(flechas). En el caso de los ratones R26+/+ se muestra una ampliación de un capilar de la zona que se indica. Para los
ratones R26L2/L2 se muestra una zona ampliada de una región inflamada y fibrótica. Paneles centrales: H&E
mostrando la desorganización del epitelio en los túbulos del epidídimo de ratones R26L2/L2 de 3 meses y una zona
con metaplasia escamosa (asterisco). Paneles inferiores: H&E de ratones de 4 meses de edad que muestra la
ausencia total de espermatozoides en el lumen de epidídimos de animales R26L2/L2. (B) Paneles superiores: análisis
por IHQ del marcador Ki67 en epidídimos de ratones R26+/+ y R26L2/L2 de 3 meses de edad. Paneles centrales: tinción
por IHQ mostrando la expresión de Loxl2 en el estroma del epidídimo (en el caso de los animales R26+/+ se muestra
una región detallada de la zona indicada). Paneles inferiores: tinción por IHQ mostrando la expresión de Loxl2 en las
células basales del epitelio del epidídimo. Lu= lumen, Es= estroma, cp= célula principal, cb= célula basal.
Resultados
67
2.2.2. Loxl2 reprime cadherina-E y claudina-1 en el epidídimo.
Un complejo mecanismo de uniones intercelulares es fundamental para mantener la
estructura funcional del epidídimo. Esta maquinaria implica a numerosas proteínas de la
familia de las claudinas, ZO, ocludinas y cadherinas (Cyr et al., 2007). La organización de estas
proteínas es esencial para el mantenimiento de la barrera hemato-epididimaria, la cual no sólo
es importante para proteger los espermatozoides del sistema inmune, sino también para
regular, a través de funciones endocíticas y de secreción, la composición del lumen del
epidídimo (Cyr et al., 2007; Dube et al., 2010). De hecho, algunos casos de infertilidad
masculina en humanos están causados por problemas en el epidídimo que impiden la correcta
maduración de los espermatozoides (Sullivan, 2004).
Nuestro laboratorio demostró previamente que LOXL2 está implicada en la regulación de
algunos componentes de uniones intercelulares como cadherina-E y claudina-1 en células de
epitelios simples (mama) y estratificados (epidermis) (Moreno-Bueno et al., 2011; Peinado et
al., 2005; Peinado et al., 2008). Por ello, decidimos estudiar el estado de diferentes proteínas
de unión intercelular en los epidídimos de los ratones R26L2/L2. El análisis mediante Western-
blot mostró una marcada disminución de los niveles de claudina-1 en los epidídimos de
ratones R26L2/L2 de 3 meses, respecto a los controles, disminuyendo progresivamente con la
edad hasta alcanzar niveles indetectables en animales de 9 meses, en los cuales los niveles de
Loxl2 exógena eran mayores (Figura 20A). Asimismo, se detectó una disminución, progresiva
con la edad, de la expresión de cadherina-E y γ-catenina (p120) en los epidídimos de ratones
R26L2/L2, sugiriendo, de nuevo, la existencia de un problema en las uniones intercelulares en los
epidídimos de estos animales (Figura 20A). Sorprendentemente, el análisis de la localización de
claudina-1 mostró que la supresión de su expresión solo se apreciaba en las células basales, sin
afectar a la expresión en la zona apical de las células principales (Figura 20B, panel superior).
Esta observación estaba de acuerdo con la localización de Loxl2 en las células basales(Figura
19B). La expresión de cadherina-E, sin embargo, parecía disminuir en ambos tipos celulares
(Figura 20B, panel central). Estos resultados muestran la primera evidencia in vivo de la
represión de cadherina-E y claudina-1 mediada por Loxl2.
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Figura 20. Expresión de proteínas de unión intercelular en los epidídimos. (A) Análisis por Western blot de Loxl2,
cadherina-E (Cad-E), claudina-1 (Cln-1), cadherina-N (Cad-N) y γ-catenina de epidídimos procedentes de ratones
R26+/+ y R26L2/L2 a 3, 5 y 9 meses de edad. Se utilizó α-tubulina como control de carga. (B) Imágenes de microscopía
confocal de IFs de claudina-1 (Cln-1, verde) y cadherina-E (Cad-E, rojo) en secciones de tejido embebido en OCT de
ratones R26+/+ y R26L2/L2 de 5 meses. Ambas IFs se muestran superpuestas en los paneles inferiores (Merge). Las
flechas blancas y rojas indican las células basales (cb) y la parte apical de las células principales (cp),
respectivamente.
2.2.3. La sobreexpresión de Loxl2 provoca fibrosis en el epidídimo.
Dada la implicación de la familia de las lisil oxidasas en la remodelación de la MEC y en
procesos fibróticos (Csiszar, 2001; Kagan and Li, 2003; Lucero and Kagan, 2006; Vadasz et al.,
2005), decidimos estudiar el estroma de los epidídimos de los ratones R26L2/L2. En primer lugar,
analizamos las muestras mediante la tinción con rojo sirio. Cuando se observan las
preparaciones realizadas con esta técnica en microscopía de campo claro, las fibras de
colágeno aparecen con un color rojo en un fondo amarillo pálido. Sin embargo, al examinar la
muestra mediante luz polarizada, las fibras de colágeno más grandes muestran birrefringencia
de color amarillo anaranjado, y las más pequeñas, incluyendo fibras reticulares, son de color
verde (Rich L., 2005). Aunque esta técnica no permite la cuantificación del entrecruzamiento
del colágeno (crosslinking), sí es útil para obtener información general sobre la MEC
depositada. El análisis del colágeno mediante rojo sirio en los epidídimos indicó que había una
mayor cantidad de fibras y con un tamaño superior en el tejido estromal de epidídimos R26L2/L2
al comparar con ratones control R26+/+ (Figura 21A). Estudios de inmunofluorescencia
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confirmaron estas observaciones, permitiendo detectar un incremento en la deposición de
diferentes componentes de la MEC como colágeno I, colágeno IV, elastina y fibronectina
(Figura 21B). Mientras que el epidídimo de un animal silvestre mostraba una clara organización
de estas proteínas en torno a la membrana basal, la señal en los ratones R26L2/L2 era mucho
más intensa y su localización no sólo estaba restringida al componente basal sino que también
se extendía al estroma circundante, indicando claramente un proceso de fibrosis (Figura 21B).
Adicionalmente, se detectó una redistribución de la integrina β4 a lo largo de la membrana
basal en epidídimos de ratones R26L2/L2 frente a un patrón más difuso en animales control
R26+/+ (Figura 21B), un hecho que se ha relacionado con el fenotipo fibrótico (Margadant and
Sonnenberg, 2010).
Figura 21. La sobreexpresión de Loxl2 provoca fibrosis en el epidídimo. (A) Imágenes representativas de la tinción
con rojo sirio mostrando los niveles de colágeno fibrilar en epidídimos de ratones R26+/+ y R26L2/L2 a los 3 meses de
edad. En los paneles superiores se muestran imágenes tomadas en campo claro, mientras que las imágenes de los
paneles inferiores representan el mismo campo observado con luz polarizada. (B) Imágenes de microscopía confocal
para colágeno I (Col I), colágeno IV (Col IV), elastina, fibronectina (FN) e integrina β4 en secciones de OCT de
epidídimos de ratones R26+/+ y R26L2/L2 de tres meses de edad.
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3. ANÁLISIS DE LA AUSENCIA Y SOBREEXPRESIÓN DE LOXL2 EN CULTIVOS PRIMARIOS
DE FIBROBLASTOS EMBRIONARIOS DE RATÓN (MEFS).
Con el propósito de realizar un estudio general de los posibles efectos de la ausencia y
sobreexpresión de Loxl2 a nivel molecular y celular, se obtuvieron cultivos primarios de MEFs
procedentes de embriones de ratones R26L2/L2, así como de ratones KO (L2-/-) y sus respectivos
controles.
En primer lugar, se analizó el efecto de la alteración de los niveles de Loxl2 en las
propiedades proliferativas de los MEFs. Las curvas de crecimiento realizadas mostraron que
tanto la ausencia como la sobreexpresión de Loxl2 no alteraba la proliferación de los MEFs en
comparación con las células control (Figura 22A). Del mismo modo, el análisis del ciclo celular
por citometría de flujo no mostró diferencias significativas en los cultivos de MEFs procedentes
de los distintos genotipos (datos no mostrados). Adicionalmente, se realizó un ensayo de
inmortalización mediante el protocolo clásico 3T3 basado en el cultivo continuado mediante
pases seriados de los tipos celulares de interés. Sin embargo, ni la ausencia ni la
sobreexpresión de Loxl2 varió significativamente la capacidad de inmortalización de los MEFs
(datos no mostrados). El estudio de las propiedades migratorias (mediante ensayos de cierre
de herida) en ausencia o sobreexpresión de Loxl2 tampoco arrojó diferencias destacables
(datos no mostrados).
Numerosos trabajos han mostrado la implicación de LOXL2 en la TEM, mediante
mecanismos dependientes e independientes de Snail1 (Herranz et al., 2012; Millanes-Romero
et al., 2013; Moon et al., 2013; Moreno-Bueno et al., 2011; Peinado et al., 2005; Peinado et al.,
2008). Sin embargo, el análisis de la estabilidad de Snail1 (Figura 22B) y de los niveles de
expresión de factores de transcripción y marcadores relacionados con TEM (datos no
mostrados) no presentó ningún cambio relevante en MEFs L2-/- y R26L2/L2, en comparación con
sus controles correspondientes.
Con el objetivo de descartar posibles mecanismos compensatorios llevados a cabo por
otros miembros de la familia lisil oxidasa, comprobamos mediante PCR semicuantitativa que su
expresión en MEFs no se vio afectada por la deleción o sobreexpresión de Loxl2, con la
excepción de una ligera subida de Loxl3 en MEFs deficientes de Loxl2 (Figura 22C, panel
derecho). Los niveles de Loxl1 y Loxl4 detectados en MEFs de los diferentes genotipos fueron
prácticamente indetectables (datos no mostrados).
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Figura 22. Análisis celular y molecular de MEFs. (A) Gráfica izquierda: curvas de crecimiento de MEFs primarios
procedentes de ratones L2+/+ (cuadrado), L2+/- (triángulo) y L2-/- (círculo). Gráfica derecha: curvas de crecimiento de
MEFs primarios de ratones R26+/+ (rombo), R26+/L2 (cuadrado) y R26L2/L2 (triángulo). (B) Estabilidad de Snail1 en los
diferentes contextos indicados para Loxl2. La expresión proteína Snail1 fue analizada por WB en extractos celulares
de MEFs a los tiempos señalados tras el inicio del tratamiento con CHX. α-tubulina se utilizó como control de carga.
(C) PCR semicuantitativa de Loxl2, Lox, y Loxl3 en MEFs procedentes de ratones de los genotipos indicados. GAPDH
se utilizó como control de carga.
En resumen, estos resultados indican que Loxl2 no influye en la expresión de factores
relacionados con la TEM ni en las propiedades migratorias y proliferativas de los MEFs,
indicando que éste no es el sistema adecuado para estudiar la implicación de la proteína en
estos procesos, y sugiriendo que su acción podría estar restringida a otros linajes celulares de
mayor plasticidad biológica.
4. EFECTO DE LA DELECIÓN Y SOBREEXPRESIÓN DE LOXL2 EN LA HOMEOSTASIS DE LA
EPIDERMIS DE RATÓN.
Estudios previos de otros autores sugieren que LOX y LOXL2 podrían regularse
recíprocamente durante el proceso de adhesión y diferenciación terminal de queratinocitos en
la epidermis humana (Fujimoto and Tajima, 2009). LOXL2 se localiza en la capa basal de la
epidermis y su expresión se ve incrementada in vitro en presencia de diferentes matrices
extracelulares. LOX, sin embargo, se encuentra en las capas suprabasales y su expresión es
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estimulada con agentes potenciadores de la diferenciación (Fujimoto and Tajima, 2009). Con el
objetivo de entender mejor la función de Loxl2 en la homeostasis de la piel, decidimos realizar
un estudio detallado de la epidermis de ratones L2-/- y R26L2/L2.
4.1. Estudio de la piel de ratones neonatos L2-/- y R26L2/L2.
El análisis de secciones teñidas con H&E no reveló alteraciones estructurales llamativas en
la piel de ninguno de los dos modelos de expresión de Loxl2 (Figura 23). La tinción por
inmunofluorescencia de componentes de uniones intercelulares, como cadherina-E, β- y γ-
catenina, y claudina-1, tampoco mostró cambios relevantes en función de los niveles de Loxl2
(Figura 23). Además, el patrón del colágeno IV en la lámina basal de pieles de ratones L2-/- y
R26L2/L2 no cambiaba con respecto a sus controles (Figura 23). El análisis de las células basales
de la epidermis mediante la detección de citoqueratina 5 (K5) no mostró ningún cambio en los
ratones transgénicos (Figura 23). Sin, embargo, la expresión de diferentes marcadores de
diferenciación como citoqueratina 1/10 (K1/K10) y sobretodo loricrina aumentaba en ausencia
de Loxl2, mientras que un efecto opuesto, menos acusado, podía detectarse en presencia de
niveles suprafisiológicos de la proteína (Figura 23). Estos datos confirman in vivo las
observaciones que involucraban a Loxl2 en la inhibición de la diferenciación epidérmica
(Fujimoto and Tajima, 2009; Lugassy et al., 2012; Peinado et al., 2008).
Figura 23. Análisis de la epidermis de ratones neonatos. Secciones de pieles de ratones neonatos de los genotipos
indicados teñidas con H&E (paneles superiores). Imágenes de microscopía confocal para cadherina-E (Cad-E), β-
catenina (β-cat), γ-catenina (γ-cat), claudina-1 (Cln-1), , citoqueratina 5 (K5), citoqueratina 1 (K1)/citoqueratina 10




4.2. Cultivo y diferenciación in vitro de queratinocitos primarios derivados de los
modelos transgénicos de Loxl2.
Para abordar el estudio del papel de Loxl2 en la diferenciación epidérmica en un contexto
in vitro, se obtuvieron cultivos primarios de queratinocitos derivados de ratones P0/P1 con
genotipo L2-/- y R26L2/L2, así como de sus respectivos controles. Los queratinocitos aislados se
sembraron sobre placas cubiertas de colágeno IV con el objetivo de recrear in vitro una matriz
extracelular lo más parecida posible a su variante fisiológica. Ninguno de los cultivos de
queratinocitos transgénicos mostraron alteradas sus propiedades de adhesión, ya que el día
después de la siembra se había unido el mismo número de células a la placa con
independencia del genotipo (Figura 24A). Posteriormente, los queratinocitos aislados fueron
sometidos a un programa de diferenciación mediante la elevación de los niveles de calcio a 1,4
mM, sin observarse diferencias aparentes entre los genotipos en microscopía de campo claro
(datos no mostrados). El análisis de marcadores de uniones intercelulares y de diferenciación a
diferentes tiempos de tratamiento con calcio mostró que la expresión de la citoqueratina basal
K5, como era de esperar, sufría una ligera bajada durante la diferenciación, pero sin cambios
significativos entre queratinocitos de los distintos genotipos (Figura 24B). Tampoco se
observaron cambios en cadherina-E y claudina-1 (Figura 24 B y C). Sin embargo, el análisis de
citoqueratinas suprabasales (K1/K10) y de loricrina mostró una relación inversa entre su
patrón de expresión y los niveles de Loxl2 durante la diferenciación inducida por calcio,
indicando que Loxl2 regula negativamente in vitro estos componentes a lo largo del proceso de
diferenciación (Figura 21 B). Una confirmación adicional de que el programa de diferenciación
estaba parcialmente alterado de manera dependiente de Loxl2 vino dada por el patrón de
expresión de la lisil oxidasa prototípica (Lox) que, como se mencionó previamente, se eleva
gradualmente durante el proceso de diferenciación de la epidermis (Fujimoto and Tajima,
2009). Así, mientras que los niveles de Lox tendían a aumentar durante la diferenciación de los
queratinocitos control, la eliminación de Loxl2 produjo un incremento acusado de su
expresión, más evidente en ausencia de CaCl2, que se mantuvo sostenido durante todo el
tiempo de diferenciación (Figura 24B). En contraste, los queratinocitos primarios con
sobreexpresión de Loxl2 (R26L2/L2) mostraron unos niveles de expresión de Lox inferiores a sus
respectivos controles a lo largo de todo el proceso de diferenciación (Figura 24B).
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Figura 24. Cultivo y diferenciación in vitro de queratinocitos primarios de ratón. (A) Ensayo de adhesión a una
matriz artificial de colágeno IV representado como número de células de los genotipos indicados que se adhirieron a
la placa 16 h tras la siembra (n.s.= no significativo). (B) Análisis por WB de cadherina-E (Cad-E), claudina-1 (Cln-1),
citoqueratina 5 (K5), citoqueratina 1 (K1)/citoqueratina 10 (K10), Loricrina (Lor) y Lox a los tiempos indicados tras la
adición de CaCl2. α-tubulina (α-tub) se utilizó como control de carga. (C) Imágenes de microscopía confocal de
cadherina-E en queratinocitos de los genotipos indicados al inicio y 24 h después de la adición de CaCl2.
Todos estos resultados permiten concluir que Loxl2 regula parcialmente la diferenciación
terminal de queratinocitos de la epidermis tanto in vivo como in vitro, sin afectar a las
propiedades de adhesión a la MEC.
4.3. Efecto de Loxl2 sobre la hiperplasia epidérmica inducida por TPA.
Con el objetivo de estudiar el papel de Loxl2 en la piel de ratones adultos en respuesta a
un insulto mitogénico agudo, se estimuló la proliferación de las células de la epidermis con el
éster de forbol TPA, que induce hiperplasia de la epidermis (Meeran et al., 2009). El análisis
histológico de las pieles tratadas no mostró diferencias aparentes entre los distintos genotipos
(Figura 25A, paneles superiores). Como era de esperar, la expresión de Loxl2 se encontró
restringida al estrato basal de la epidermis en ratones control y no se detectó en la epidermis
de ratones L2-/-. Sin embargo, en pieles de ratones R26L2/L2 la expresión de la proteína se
extendía a todas las capas de la epidermis localizándose de manera más difusa por el
citoplasma (Figura 25A, paneles inferiores). El análisis de varios marcadores de diferenciación
mostró resultados similares a los obtenidos en pieles sin tratar, observándose un claro
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incremento de la expresión de proteínas de diferenciación (K1, loricrina) en la epidermis de
ratones L2-/- respecto a sus controles (Figura 25B, izquierda), mientras que un efecto inverso,
menos acusado, se observó en la epidermis de ratones R26L2/L2 (Figura 25B, derecha).
Figura 25. Análisis de pieles de ratón adulto tratadas con TPA. (A) Panel superior: tinción con H&E de pieles
tratadas con TPA procedentes de animales de los genotipos indicados. Panel inferior: análisis de la expresión de
Loxl2 por IHQ en pieles tratadas con TPA de ratones de los genotipos indicados. (B) Imágenes de microscopía
confocal para cadherina-E (Cad-E), citoqueratina 1 (K1) y Loricrina (Lor) en secciones de pieles tratadas con TPA.
5. ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE LOXL2 EN LA CARCINOGÉNESIS QUÍMICA EN PIEL.
Estudios previos de nuestro grupo mostraron que LOXL2 es un marcador de mal
pronóstico en carcinomas escamosos (SCC) de cabeza y cuello, uno de los tumores más
frecuentemente diagnosticados (Peinado et al., 2008). Con el objetivo de profundizar en el
papel de Loxl2 durante la formación y progresión de carcinomas epidermoides llevamos a cabo
experimentos de carcinogénesis química de piel de ratón mediante el protocolo clásico DMBA-
TPA. Para ello, los ratones de los diferentes genotipos para Loxl2 fueron sometidos al
tratamiento con DMBA/TPA, consistente en la aplicación tópica de una única dosis del
carcinógeno dimetil-benzamida (DMBA), seguida de un tratamiento periódico de TPA durante
16 semanas (Kemp, 2005; Quintanilla et al., 1986).
Resultados
76
5.1. Latencia y desarrollo de las lesiones durante la carcinogénesis química.
Como se puede observar en la figura 26A, los ratones Loxl2 KO comenzaron a desarrollar
lesiones al mismo tiempo que los animales control (L2+/+), es decir, a partir de las 8 semanas
tras el tratamiento con DMBA (Figura 26A). Sin embargo, los ratones con sobreexpresión de
Loxl2 (R26L2/L2) mostraron una clara disminución de la latencia tumoral, apareciendo las
primeras lesiones a las 5 semanas tras el comienzo del tratamiento (Figura 26B).
Figura 26. Latencia tumoral en la carcinogénesis de piel con DMBA/TPA. El inicio de formación de las lesiones
después del tratamiento con DMBA/TPA se indica como porcentaje de ratones con lesiones para cada uno de los
genotipos analizados, L2+/+ y L2-/- (A) y R26+/+ y R26L2/L2 (B), desde la semana 5 hasta la semana 10 post-iniciación. Se
muestra el número de ratones (n) utilizados por cada genotipo.
El análisis macroscópico de las lesiones a lo largo de 28/30 semanas mostró que el
número de neoplasias generadas por ratones L2-/-, en comparación con los controles L2+/+, fue
ligeramente inferior (20%) durante todo el experimento (Figura 27A). En lo que se refiere al
tamaño de las mismas, no se apreciaron diferencias significativas en las primeras 14 semanas
tras el tratamiento con DMBA. Sin embargo, entre las 16 y 28 semanas se observaron cambios
significativos entre los dos genotipos. Así, mientras que las lesiones generadas en los ratones
L2+/+ aumentaron considerablemente y de forma progresiva de tamaño, la mayoría de las
lesiones detectadas en los ratones L2-/- apenas experimentaron crecimiento alguno,
manteniéndose en dimensiones significativamente menores durante todo el ensayo. De
hecho, al final del experimento (semana 28), el 50% de los tumores de ratones L2+/+
presentaban un tamaño mayor de 6 mm de diámetro, frente al 25% en los animales KO (Figura
27A). En cuanto a los ratones R26L2/L2, el número de lesiones, comparado con ratones R26+/+,
fue considerablemente mayor durante todo el experimento de carcinogénesis
(aproximadamente el doble) (Figura 27B). En particular, a la semana 20, los ratones R26L2/L2
tenían una media de 36 lesiones por animal, un número claramente superior a las 22 lesiones
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contabilizadas en los ratones control (Figura 27B). Al contrario que en el caso de los animales
KO, no se observaron diferencias significativas en el tamaño de las neoplasias entre ratones
R26L2/L2 y sus respectivos controles  (Figura 27B).
Figura 27. Número y tamaño de los tumores a lo largo del experimento con DMBA/TPA.  (A) Número y tamaño de
las lesiones generadas por ratón desde la semana 8 hasta la 28 después del inicio del tratamiento con DMBA en los
ratones L2+/+ y L2-/-. (B) Número y tamaño de las lesiones generadas por ratón desde la semana 8 hasta la 30
después del inicio del tratamiento con DMBA en los ratones R26+/+ y R26L2/L2. Se muestra el número de ratones (n)
empleados por cada genotipo durante el experimento de carcinogénesis.
En conjunto, estos datos demuestran que mientras que la ausencia de Loxl2 provoca una
disminución del tamaño de las lesiones en la piel, la sobreexpresión de la proteína es
importante para acelerar el inicio e incrementar el número de las mismas.
5.2. Análisis histológico de las lesiones.
Los tumores recogidos al final del experimento de carcinogénesis con DMBA-TPA se
sometieron a un cuidadoso análisis histológico. Aunque la mayoría de las lesiones fueron
clasificadas como papilomas en todos los grupos, en el caso de las generadas en ratones L2+/+,
el 7,8% (7 de 90) progresaron a SCC, mientras que este porcentaje se redujo al 2,7% (2 de 72)
en los tumores de ratones KO para Loxl2 (L2-/-) (Figura 28A). Un comportamiento opuesto se
observó cuando se estudiaron las lesiones de ratones que sobreexpresaban Loxl2 (R26L2/L2),
donde la incidencia de SCC fue de un 3,6% (4 de 110), en contraste con la completa ausencia
de lesiones de este  grado en los correspondientes ratones control R26+/+ (0 de 48) (Figura
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28B). Es importante destacar que las diferencias encontradas en el tamaño y el grado de
progresión a SCC entre tumores de los dos grupos de animales control utilizados (L2+/+ y R26+/+)
podrían deberse a diferencias en el fondo genético de cada una de las líneas, un factor clave en
la susceptibilidad a la carcinogénesis experimental (Naito and DiGiovanni, 1989)
A continuación, analizamos la expresión de Loxl2 por IHQ en papilomas y carcinomas
procedentes de ratones de todos los genotipos de interés. En el caso de los animales control,
no se observaron diferencias en el patrón de expresión de Loxl2 al comparar lesiones L2+/+ y
R26+/+ (datos no mostrados), por lo que se usaron indistintamente como controles en los
estudios comparativos mostrados. La expresión de Loxl2 en papilomas control se detectó en
las zonas hiperplásicas, siendo de mayor intensidad en las zonas basales más indiferenciadas,
mientras que en el caso de papilomas R26L2/L2, el patrón de expresión de la proteína, mucho
más intenso, se expandió por igual a todas las capas celulares de los papilomas (Figura 28C,
paneles superiores). Del mismo modo, se detectó una mayor expresión de Loxl2 en SCC
procedentes de ratones R26L2/L2 respecto a los ratones control (Figura 28C paneles inferiores).
Cabe destacar que la proteína se encontraba principalmente en el compartimento intracelular
de los papilomas y particularmente de los SCC (Figura 28C). La ausencia completa de Loxl2 en
papilomas y SCC de ratones L2-/- también fue confirmada (Figura 28C, paneles centrales).
Figura 28. Análisis
histológico de las
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5.3. Papel de Loxl2 en la diferenciación de papilomas y la regulación de la ruta de Notch.
En trabajos anteriores, LOXL2 fue propuesta como regulador negativo de la diferenciación
de carcinomas escamosos humanos (Peinado et al., 2008). Los resultados obtenidos en los
modelos transgénicos, en términos de progresión a SCC, nos llevaron a estudiar la implicación
potencial de Loxl2 en el programa de diferenciación de estos tumores. La menor malignización
observada en los papilomas derivados de ratones L2-/- se correlacionó con un marcado
incremento de la diferenciación, tal y como muestran las mediciones por PCR cuantitativa de
distintos marcadores de diferenciación. La expresión de genes como citoqueratina 1 (K1),
loricrina e involucrina aumentó hasta casi cuatro veces en papilomas carentes de Loxl2 (Figura
29A). Significativamente, la expresión de Lox, relacionada previamente con el proceso de
queratinización de la epidermis (Fujimoto and Tajima, 2009), se incrementó más de cien veces
en las lesiones procedentes de ratones L2-/- (Figura 29A). Esta observación, además de
confirmar una alteración en el programa de diferenciación, sugiere la existencia de un
mecanismo de regulación recíproco entre ambas proteínas en el contexto in vivo de progresión
tumoral. El análisis de los otros miembros de la familia lisil oxidasa mostró que Loxl3 también
aumentó su expresión en los papilomas en ausencia de Loxl2 (aunque de un modo mucho más
sutil), mientras que la expresión de Lox1 y Loxl4 no se vio afectada respecto a las lesiones
control (Figura 29B). El estudio de las lesiones generadas en ratones R26L2/L2 reveló un patrón
inverso, con una reducción de algunos marcadores de diferenciación. Así, los niveles de K1,
loricrina y especialmente involucrinamostraban una clara tendencia descendente en respuesta
al incremento de Loxl2 (Figura 29C). Al igual que en el caso de las lesiones L2-/- la expresión de
Loxl1 se mantenía invariable, mientras que los niveles de mRNA de Lox, Loxl3 y Loxl4
disminuyeron significativamente en papilomas de ratones R26L2/L2 en comparación con sus
controles (Figura 29C y D), reforzando la hipótesis de una posible conexión transcripcional
entre los cuatro miembros de la familia.
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Figura 29. Influencia de Loxl2 en la diferenciación de papilomas. (A) Análisis por PCR cuantitativa de marcadores
de diferenciación epidérmica (K1= cioqueratina 1, involucrina, loricrina, y Lox) en papilomas L2+/+ y L2-/-. (B) Análisis
por PCR cuantitativa de los niveles de mRNA de Loxl1, Loxl3 y Loxl4 en papilomas L2+/+ y L2-/-. (C, D) El mismo análisis
que en (A, B) fue llevado a cabo en papilomas R26+/+ y R26L2/L2. Se utilizaron al menos 4-5 grupos de papilomas
(“pool”), con al menos 3 papilomas por pool para cada uno de los genotipos analizados. Los resultados muestran la
media de, al menos, dos experimentos independientes. Barras, error estándar; *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001;
n.s.= no significativo estadísticamente.
Estudios previos de otros grupos demostraron la implicación de la vía de señalización de
Notch en la homeostasis de la epidermis, contribuyendo al mantenimiento de la
diferenciación, y al control celular de la proliferación y la apoptosis (Guinea-Viniegra et al.,
2012; Lefort and Dotto, 2004; Panelos and Massi, 2009; Watt et al., 2008). Asimismo, la vía de
Notch se ha descrito como supresor tumoral en cáncer de piel de tipo no-melanoma (Lefort
and Dotto, 2004; Lefort et al., 2007; Watt et al., 2008). En base a estos antecedentes,
planteamos la hipótesis de que Loxl2 podría estar afectando a la regulación de esta vía durante
la carcinogénesis de piel de ratón. Para ello, analizamos, mediante PCR cuantitativa, la
expresión de algunos genes implicados en la vía canónica de Notch como Notch1, su ligando
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Jagged1 o las dianas Hes1 y Hey1. En ausencia de Loxl2, los papilomas mostraron un
incremento de los niveles de mRNA de Notch1, junto con una inducción concomitante de Hes1
y Hey1, así como un aumento en la expresión de Jagged1 (Figura 30A). Sin embargo, no hubo
cambios significativos en los niveles de expresión de p53 (Figura 30A), implicado en la
inducción transcripcional de Notch1 en piel (Guinea-Viniegra et al., 2012; Lefort et al., 2007;
Yugawa et al., 2007). El mismo tipo de análisis en papilomas derivados de ratones R26L2/L2 y sus
controles mostró que la expresión de Notch1 y Hes1 se vio inhibida, aunque en niveles
moderados, respecto a papilomas R26+/+, mientas que los tránscritos de Hey1, Jagged y p53 no
cambiaron entre papilomas de los dos genotipos (Figura 30B).
Figura 30. Influencia de Loxl2 en la regulación de la ruta de Notch. (A) Análisis por PCR cuantitativa de Notch1,
Hes1, Hey1, Jagged1 y p53 en papilomas L2+/+ y L2-/-. (B) El mismo análisis que en (A) fue llevado a cabo en
papilomas R26+/+ y R26L2/L2. Se utilizaron al menos 4-5 grupos de papilomas (“pool”), con al menos 3 papilomas por
pool para cada uno de los genotipos analizados. Los resultados muestran la media de, al menos, dos experimentos
independientes. Barras, error estándar; *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001; n.s.= no significativo estadísticamente.
En resumen, los datos obtenidos durante la carcinogénesis química apoyan un papel
relevante de Loxl2 en la iniciación y progresión de estos tumores de piel por su capacidad de
bloquear la diferenciación, mediada, al menos en parte, por la inhibición de la ruta de Notch.
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6. PAPEL DE LOXL2 EN CARCINOMAS DE MAMA EN EL MODELO TUMORAL PYMT.
En los últimos años, diversos trabajoss indican la existencia de una relación directa entre
LOXL2 y la migración de células en diferentes modelos de cáncer de mama (Barker et al., 2011;
Hollosi et al., 2009; Moreno-Bueno et al., 2011), así como con la agresividad de estos
carcinomas (Barker et al., 2011; Barry-Hamilton et al., 2010; Moreno-Bueno et al., 2011).
Concretamente, nuestro grupo demostró que los altos niveles intracelulares de LOXL2 se
asocian con la metástasis a distancia de carcinomas basales de mama (Moreno-Bueno et al.,
2011). Con la intención de profundizar en las funciones de LOXL2 durante la progresión del
cáncer de mama, combinamos los ratones genéticamente modificados para Loxl2, con el
modelo tumoral “Polyoma middle T” (PyMT).
El modelo de ratón transgénico PyMT desarrolla adenocarcinomas de mama altamente
agresivos capaces de producir metástasis en pulmón con una frecuencia muy elevada (Lin et
al., 2003). En este modelo, la expresión del oncogén “polyoma middle T antigen” está sujeto al
control por el promotor del virus MMTV (“Mouse mammary tumor virus”) y, por tanto,
quedando su expresión restringida al epitelio mamario (Guy et al., 1992). El desarrollo de estos
tumores es comparable con la progresión, a nivel histológico y molecular, de tumores de
mama humanos, ya que se pueden distinguir las diferentes etapas que van desde una lesión
premaligna (in situ) a un carcinoma altamente invasivo (Lin et al., 2003). Con el objetivo de
estudiar de una manera más fisiológica las funciones de Loxl2 en la progresión de los tumores
de mama, decidimos combinar el modelo PyMT con los modelos condicionales de deleción y
sobreexpresión de Loxl2 descritos en los apartados previos. Para ello, en primer lugar,  las
distintas cepas transgénicas condicionales para Loxl2 se combinaron con la línea de ratón
genéticamente modificada MMTV-Cre (Figura 31A), de modo que la presencia de la
recombinasa Cre quedaba circunscrita al epitelio de la glándula mamaria (Wagner et al., 2001),
permitiendo así que Loxl2 resultara delecionada/sobreexpresada en este contexto específico.
Estas nuevas líneas se cruzaron a su vez con la cepa PyMT para finalmente generar los modelos
tumorales de mama tanto de pérdida como de ganancia de función de Loxl2, respectivamente
designados como PyMT+/T;MMTV-Cre+/T;L2fl/- (al que nos referiremos como PyMT;L2Δ/-) y
PyMT+/T;MMTV-Cre+/T;R26STOPL2/STOPL2 (simplificado como PyMT;R26L2) (Figuras 11 y 31). El
estudio de ambas líneas transgénicas se hizo en comparación con sus correspondientes
controles que no expresaban la proteína Cre: PyMT+/T;MMTV-Cre+/+;L2fl/fl (PyMT;L2fl/fl) para la
línea KO de Loxl2 y PyMT+/T;MMTV-Cre+/+;R26STOPL2/STOPL2 (PyMT;R26STOPL2) para la de
sobreexpresión de Loxl2 (Figura 31 ).
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Figura 31. Esquema de los
cruces de ratón necesarios para
el estudio del papel Loxl2
durante la carcinogénesis
mamaria en el modelo PyMT.
(A) Los ratones condicionales de
pérdida y ganancia de función de
Loxl2 se cruzaron con la cepa
MMTV-Cre dando lugar a las
líneas de ratón condicionales de
deleción y sobreexpresión de
Loxl2 en la glándula mamaria. (B)
Estos ratones fueron cruzados, a
su vez, con la línea MMTV-PyMT




específicos en la glándula
mamaria, así como sus controles
sin Cre PyMT;L2fl/fl y
PyMT;R26STOPL2, respectivamente
(ver también materiales y
métodos para más información
sobre los cruces).
6.1. Implicación de Loxl2 en la progresión tumoral y la metástasis pulmonar.
Tanto los ratones PyMT;L2Δ/- como sus controles PyMT;L2fl/fl comenzaron a desarrollar
lesiones palpables en las glándulas mamarias en torno a las 10-12 semanas de edad. El tamaño
y número de los tumores se monitorizó hasta la semana 16, cuando los animales fueron
sacrificados. No se encontraron diferencias en estos parámetros cuando se compararon los
dos grupos de animales (datos no mostrados). Sin embargo, el análisis histológico de las
lesiones reveló que aunque todas se diagnosticaron como adenocarcinomas invasivos, el 70%
de los tumores provenientes de ratones PyMT;L2Δ/- (13 de 18) contenían áreas de carcinoma in
situ (estructuras de “comedo”), con unos bordes bien definidos y sin componente invasivo. En
cambio, este porcentaje se redujo al 25% (3 de 12) en el caso de los tumores desarrollados por
ratones control PyMT;L2fl/fl (Figura 32A y B). Aunque la falta de anticuerpos capaces de
reconocer eficientemente la proteína Loxl2 murina en este sistema nos impidió detectar la
expresión de Loxl2 tanto por IHQ como por WB, el análisis por PCR semicuantitativa en
tumores primarios de ratones PyMT;L2Δ/- reveló, como cabía esperar, niveles de Loxl2
significativamente menores al compararlos con los encontrados en las lesiones PyMT;L2fl/fl
(Figura 32C). Como queda patente, la expresión de Loxl2 en los tumores KO no desaparecía
completamente, probablemente debido al estroma presente en estas neoplasias, donde la
recombinasa Cre, sujeta al control del promotor epitelial MMTV, no  mediaría ningún evento
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de recombinación. El estudio de la expresión a nivel de mRNA de los otros miembros de la
familia lisil oxidasa mostró únicamente un ligero incremento en la expresión  de Lox
prototípica, probablemente como parte de un mecanismo compensatorio o de regulación
cruzada entre ambas (Figura 32D).
Figura 32. Análisis de los tumores primarios de mama del modelo de deleción de Loxl2. (A) Análisis histológico de
tumores embebidos en parafina, procedentes de ratonas PyMT;L2fl/fl y PyMT;L2Δ/- de 16 semanas de edad. (B)
Representación del  porcentaje de tumores con componente in situ en el tumor primario en ratones de los dos
genotipos indicados. (C) Cuantificación (relativizada a los niveles de GAPDH) de PCR semicuantitativa de Loxl2 en
tumores procedentes de ratones PyMT;L2fl/fl y PyMT;L2Δ/- de 16 semanas de edad. (D) PCR cuantitativa del resto de
miembros de la familia lisil oxidasa (Lox, Loxl1, Loxl3 y Loxl4) en tumores de ratones PyMT;L2Δ/- de 16 semanas de
edad comparado con sus respectivos controles. Se utilizaron, al menos, 4 tumores de cada genotipo. Barras, error
estándar; *p<0,05, ***p<0,001 ; n.s.= no estadísticamente significativo.
A continuación, procedimos a examinar la influencia de Loxl2 en el desarrollo de
metástasis pulmonares en ratones de 16 semanas de edad. En comparación con los controles,
los animales PyMT;L2Δ/- mostraron un 75% menos de carga metastásica y, llamativamente, un
menor número de macrometástasis (Figura 33A y B). De hecho, mientras que en los ratones
PyMT;L2fl/fl un 7,5% de metástasis mostraba un tamaño superior a 0,5 mm, en los animales
PyMT;L2Δ/- este porcentaje disminuyó al 5%, indicando la potencial implicación de Loxl2 en la
colonización del parénquima pulmonar (Figura 33A y B).
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Figura 33.  Estudio de la carga metastásica pulmonar en ratonas de la línea tumoral de deleción de Loxl2. (A)
Media del número y tamaño de los focos metastásicos en animales de 16 semanas control PyMT;L2fl/fl y KO
PyMT;L2Δ/-. El número de animales analizado (n) fue de 13 en el grupo control y 16 en la línea KO. Barras, error
estándar; *p<0,05. (B) Imagen representativa (H&E) de pulmones metastásicos de los dos grupos de animales.
En lo que se refiere a los ratones PyMT;R26L2, tampoco se encontraron diferencias en
cuanto a la latencia, número y tamaño de las lesiones primarias con respecto a los animales
control PyMT;R26STOPL2 (datos no mostrados). Los dos grupos desarrollaron neoplasias
histológicamente similares a las 16 semanas de edad, clasificadas todas como
adenocarcinomas invasivos, sin observarse componente in situ en ninguno de los tumores
analizados (Figura 34A). Como era de esperar, se detectó un claro incremento de la expresión
de Loxl2 por PCR semicuantitativa en los tumores de ratones PyMT;R26L2 respecto a los
controles (Figura 34B). Además, de acuerdo con la estrategia seguida para la generación de
esta línea, pudimos comprobar mediante análisis por fluorescencia la expresión de GFP, y
consecuentemente del transgén, restringida a las células tumorales y a los focos de metástasis
pulmonar (Figura 34C). No se detectaron cambios significativos en los niveles de expresión del




Figura 34. Análisis de los tumores primarios de mama del modelo de sobreexpresión de Loxl2. (A) Análisis
histológico (H&E) de tumores embebidos en parafina, procedentes de ratones PyMT;R26STOPL2 y PyMT;R26L2 de 16
semanas de edad. (B) Cuantificación (relativizada a los niveles de GAPDH) de PCR semicuantitativa de Loxl2 en
tumores procedentes de ratones PyMT;R26STOPL2 y PyMT;R26L2 de 16 semanas de edad. (C) Imágenes de GFP,
obtenidas a través de una lupa de fluorescencia, de tumores y pulmones de animales control PyMT;R26STOPL2 y
PyMT;R26L2. (D) PCR cuantitativa del resto de miembros de la familia lisil oxidasa (Lox, Loxl1, Loxl3 y Loxl4) en
tumores procedentes de ratones PyMT;R26L2 de 16 semanas de edad comparado con sus respectivos controles
PyMT;R26STOPL2. Se utilizaron, al menos, 4 tumores de cada genotipo. Barras, error estándar; *p<0,05; n.s.= no
estadísticamente significativo.
El examen de las lesiones metastásicas a las 16 semanas de edad mostró un claro
incremento de la carga metastásica en los pulmones de ratones PyMT;R26L2 en comparación
con los animales PyMT;R26STOPL2. De hecho, mientras que en ratones control el número medio
de focos metastásicos por animal era de 10, este número se elevó a una media de 25 lesiones
en los pulmones de los ratones que sobreexpresaban Loxl2 (Figura 35A y B). Por último, cabe
destacar que no se observaron diferencias significativas en relación al tamaño de las lesiones
(Figura 35A y B).
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Figura 35.  Estudio de la carga metastásica pulmonar en ratonas de la línea tumoral de sobreexpresión de Loxl2.
(A)Media del número y tamaño de los focos metastásicos en animales PyMT;R26STOPL2 y PyMT;R26L2de 16 semanas.
El número de animales analizado (n) fue de 13 en el grupo control y 15 en la línea de sobreexpresión. Barras, error
estándar; *p<0,05. (B) Imagen representativa (H&E) de pulmones metastásicos de los dos grupos de animales.
En conjunto, todos estos resultados vinculan de manera directa la expresión de Loxl2 con
la agresividad tumoral y la metástasis pulmonar de carcinomas de mama.
6.2. Estudio del papel de Loxl2 en la formación del nicho pre-metastásico.
Durante los últimos años, varios estudios han implicado a diferentes miembros de la
familia lisil oxidasa en la formación del nicho pre-metastásico (Canesin et al., 2014; Erler et al.,
2006; Wong et al., 2011). Estos trabajos demuestran, mediante sistemas basados en modelos
celulares y de xenograft, cómo algunos miembros de la familia LOX, entre ellos LOXL2,
ayudarían al reclutamiento de poblaciones de BMDCs en el parénquima pulmonar, que en
última instancia favorecerían la llegada y el crecimiento de las células tumorales (Psaila and
Lyden, 2009).
6.2.1. Papel de Loxl2 en el reclutamiento de poblaciones celulares de la médula ósea.
Para intentar comprender si el mecanismo responsable de la reducción/aumento de la
metástasis en los modelos de deleción y sobreexpresión de Loxl2 en el contexto PyMT estaba
relacionado con la movilización y reclutamiento de BMDCs, centramos nuestra atención en las
células progenitoras mieloides doble positivas para los marcadores CD11b+/Gr1+. A esta
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población se le ha conferido un papel muy activo durante la formación del nicho pre-
metastásico (Sceneay et al., 2012; Ye et al., 2010). Para ello, decidimos recoger muestras de
animales de 14 semanas de edad, cuando el desarrollo de los tumores ya era notable, pero la
incidencia metastásica todavía era muy baja. Tras el sacrificio de los ratones y el
procesamiento de las muestras, analizamos por citometría de flujo las poblaciones de células
mieloides CD11b+/Gr1+ positivas en la médula ósea, sangre y pulmones.
Como cabía esperar, el desarrollo de lesiones tumorales elevaba el porcentaje de
precursores mieloides en los tres compartimentos analizados, especialmente en sangre y
pulmón, en relación a los valores encontrados en animales libres de tumores (Figura 36A y B).
Si bien, el incremento era más moderado en ausencia de Loxl2 (Figura 36A) y mucho más
acusado en respuesta a su sobreexpresión (Figura 36B). Así, en los animales PyMT;L2Δ/- los
valores de la población mieloide CD11b+/Gr1+ pasaron a reducirse un 20% en el caso de la
sangre y la médula y alrededor de un 40% en los pulmones (Figura 36A), con respecto a los
animales control con tumores. Por el contrario, en ratonas PyMT;R26L2 la población
CD11b+/Gr1+ mostró un incremento significativo del 17% en  médula ósea, 39% en sangre y
57% en pulmón en relación a los animales control con tumores (Figura 36B).
En resumen, todos estos datos indican la existencia de un papel activo de Loxl2 en la
movilización de las células mieloides inmaduras CD11b+/Gr1+ y su reclutamiento al tejido
pulmonar.
Figura 36. Movilización y reclutamiento en el pulmón de BMDCs. (A) Análisis, mediante citometría de flujo, del
contenido de células CD11b+/Gr1+ en médula ósea, sangre y pulmón de ratonas silvestres (WT), y en los modeles
PyMT;L2fl/fl y PyMT;L2Δ/- a las 14 semanas de edad. Se analizaron 7 pools de dos ratonas por tejido para los modelos
transgénicos y sus respectivos controles, y 2 pools para los animales WT. (B) Se llevó a cabo el mismo tipo de
análisis en los modelos PyMT;R26STOPL2 (n= 6 ratones) y PyMT;R26L2 (n= 8 ratones), en paralelo con 2 pools de
ratonasWT. Barras, error estándar; *p<0,05, **p<0,01.
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6.2.2. Papel de Loxl2 en la regulación de la expresión de factores implicados en el nicho
pre-metastásico.
Diferentes citoquinas y factores de crecimiento producidos tanto por el tumor primario
como por los órganos diana, juegan un papel crítico durante la formación del nicho pre-
metastásico y la metástasis temprana (Hiratsuka et al., 2006; Psaila and Lyden, 2009; Spano
and Zollo, 2012). Para analizar la implicación de Loxl2 en la modulación de estos factores,
decidimos analizar la expresión de los mismos en los modelos de cáncer de mama de deleción
y sobreexpresión de Loxl2, mediante PCR cuantitativa, tanto en tumores primarios como en
pulmones de animales de 14 semanas, que presentaban un muy incipiente desarrollo
metastásico.
La deficiencia de Loxl2 indujo una fuerte bajada, tanto en lesiones primarias como en
pulmones, en la expresión de las quimioquinas S100A8 y S100A9 (Figura 37A), implicadas en el
reclutamiento de BMDCs por parte de los órganos diana de las metástasis (Hiratsuka et al.,
2006; Rafii and Lyden, 2006). De una manera menos acusada, pero significativa, se detectó una
disminución de la expresión del factor de estimulación de colonias de granulocitos y monocitos
(GM-CSF) en ambos compartimentos (Figura 37A). Por otra parte, la reducción de los niveles
de otros factores como TNFα y VEGF en los ratones PyMT;L2Δ/- se restringió al tumor primario
(Figura 37A). Finalmente, extendimos nuestro análisis a moléculas depositadas en la MEC y a
las que se les ha asignado un papel importante en la metástasis, como son tenascina-C (TEN-C)
y fibronectina (Erler et al., 2006; Oskarsson et al., 2011). Sin embargo, no encontramos
cambios significativos al comparar su expresión en animales PyMT;L2fl/fl y PyMT;L2Δ/- (datos no
mostrados). Un análisis similar en los tumores primarios y pulmones de ratones de
sobreexpresión de Loxl2 PyMT;R26L2 mostró un incremento acusado de las quimioquinas
S100A8 y S100A9 tanto en los tumores primarios como en los pulmones (Figura 37B).
Sorprendentemente, los niveles de TNFα, GM-CSF y VEFG no se vieron afectados en ninguno
de los dos tejidos analizados en respuesta al incremento de la expresión de Loxl2 (Figura 37B y
datos no mostrados). Por último, la expresión de TEN-C y fibronectina se incrementó
notablemente en los pulmones de ratones PyMT;R26L2 respecto a sus controles (Figura 37B).




Figura 37.  Análisis de los factores implicados en la formación del nicho pre-metastásico. (A) PCR cuantitatitiva de
las citoquinas S100A8, S100A9, y los factores GM-CSF, TNF-α y VEGF en muestras tumorales y de pulmón
procedentes de ratonas PyMT;L2fl/fl y PyMT;L2Δ/-. (B) PCR cuantitatitiva de las citoquinas S100A8, S100A9, el factor
GM-CSF, tenascina-C (TEN-C) y fibronectina (FN) en muestras tumorales y de pulmón de ratonas PyMT;R26STOPL2 y
PyMT;R26L2. Para los análisis por PCR cuantitativa se utilizó RNA procedente de 5 tumores primarios y 4 pulmones
por cada genotipo. Los resultados muestran la media de, al menos, dos experimentos independientes. Barras, error
estándar; *p<0,05, **p<0,01; n.s.= no estadísticamente significativo. (C) Imagen representativa de la tinción
inmunofluorescente para TEN-C en pulmones de animales PyMT;R26STOPL2 y PyMT;R26L2. Ambas imágenes fueron
tomadas con el objetivo de 40X.
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En conjunto, estos datos demuestran que Loxl2 participa de manera crítica en el
establecimiento de las etapas tempranas de la metástasis, regulando la expresión de varias
citoquinas y proteínas de matriz extracelular.
6.3 Estudio de la contribución de Loxl2 a la metástasis mediante mecanismos
intrínsecos a las células tumorales (“cell autonomous”).
Para examinar en mayor detalle el efecto de la eliminación de Loxl2 en el potencial
tumorogénico y metastásico, se obtuvieron cultivos celulares a partir de tres tumores de
mama independientes procedentes de ratonas control PyMT;L2fl/fl. Las tres líneas celulares
obtenidas fueron manipuladas posteriormente in vitro mediante la introducción lentiviral de
los genes reporteros GFP y Luciferasa (GFP-Luc). Posteriormente, estas células fueron
infectadas con adenovirus que expresaban GFP (PyMT-Control) o la recombinasa Cre (PyMT-
Cre), obteniéndose células control y KO para Loxl2 procedentes de un mismo cultivo primario
(Figura 38A). La escisión de Loxl2 fue confirmada a nivel de mRNA (Figura 38B).
Figura 38. Cultivo primario e infección de células derivadas del modelo PyMT. (A) Esquema representando la
estrategia seguida para la obtención de líneas celulares PyMT. Células derivadas de tumores de una ratona de
genotipo PyMT;L2fl/fl fueron aisladas y puestas en cultivo. Tras la infección lentiviral con el vector GFP-Luc, las
células fueron infectadas de nuevo con adenovirus que expresaban GFP o la recombinasa Cre, de modo que se
obtuvieron células control y KO para Loxl2 procedentes de un mismo cultivo primario. (B) La deleción de Loxl2 fue
confirmada mediante PCR semicuantitativa en cada uno de los 3 cultivos procedentes de tumores independientes
(T1, T2, T3).
A continuación, las células PyMT-Control y PyMT-Cre de las 3 líneas celulares, y sus
controles, se inyectaron por duplicado en la grasa de la glándula mamaria de ratonas
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inmunodeprimidas (nu/nu), monitorizando el crecimiento tumoral (Figura 39A). Las células
control fueron capaces de formar tumores medibles a partir de los 25 días frente a las células
PyMT-Cre, que produjeron lesiones algo más pequeñas en el mismo periodo de tiempo. (Figura
39B). Cuando los tumores alcanzaron 1 cm de diámetro, fueron extraídos quirúrgicamente,
analizando posteriormente la capacidad de generar metástasis espontánea en el pulmón. 75
días después de la inyección de las células, las ratonas fueron sacrificadas, observándose que
la carga metastásica en los pulmones de animales inyectados con células PyMT-Cre era
claramente menor que la de las ratones portadoras de células PyMT-Control (Figura 39C).
Para analizar el papel de Loxl2 dependiente de las células tumorales per se (“cell
autonomous”) sin la injerencia del condicionamiento ejercido por el tumor primario, se
llevaron a cabo ensayos de metástasis experimental mediante la inyección de las células en la
vena de la cola (Figura 39A). La deleción de Loxl2 en las células tumorales bloqueó por
completo la colonización del pulmón (Figura 39D y E). Estos datos sugieren que Loxl2 es
necesaria para la colonización metastásica incluso en ausencia del tumor primario, lo que
pondría de manifiesto la existencia de mecanismos cell-autonomous.
Figura 39. Ensayos in vivo con células derivadas de tumores PyMT. (A) Esquema de la estrategia experimental
seguida durante los ensayos de inyección ortotópica en mama y en la vena de la cola. (B) Cuantificación del tamaño
del tumor a diferentes tiempos tras la inyección de las células (control: GFP y KO: Cre) en la glándula mamaria. (C)
Medida de la carga metastásica en pulmón 2,5 meses después de la inyección de las células. (D) Medida de la carga
metastásica en pulmones de ratonas inyectadas en la cola 70 días tras la inyección. (E) Imágenes de
bioluminiscencia representatitivas de los ratones desnudos inyectados en la vena de la cola con células PyMT-
Control y PyMT-Cre a los tiempos indicados. La escala de color representa el flujo de fotones (fotones por segundo:
cuentas) emitidos por el pulmón afectado. Todos los experimentos se llevaron a cabo por duplicado (dos ratones
inyectados por cada infección Ad-Cre/Ad-GFP) con los cultivos celulares estables derivados de los tres tumores
distintos. Se muestran los resultados obtenidos en dos de ellos.
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6.4. Estudio de la influencia de Loxl2 en la organización de la MEC en tumores del
modelo PyMT.
Estudios previos del grupo de la Dra. Valerie Weaver (UCSF) demostraron que la
tumorogénesis mamaria estaba acompañada por un elevado entrecruzamiento, mediado por
LOX, de las fibras de colágeno, lo que provoca un aumento de la rigidez o “stiffness” de la MEC,
favoreciendo la progresión tumoral y la invasión mediante un aumento de las adhesiones
focales (Levental et al., 2009). Paralelamente, estudios de otros grupos también indicaron un
papel extracelular de LOXL2 en la MEC de los carcinomas de mama (Barker et al., 2011; Barry-
Hamilton et al., 2010). Sin embargo, nuestros estudios previos destacaron el papel intracelular
de LOXL2 en la metástasis de cáncer de mama (Canesin et al., 2014; Moreno-Bueno et al.,
2011). Para analizar más detalladamente la posible implicación de Loxl2 extracelular en la
homeostasis de la MEC, examinamos el estado de la misma en los tumores derivados de
ratonas PyMT en los modelos de ausencia y sobreexpresión de Loxl2.
En primer lugar, la MEC de los tumores primarios de ratones de 14 semanas de edad fue
analizada mediante la tinción con rojo sirio. Al comparar los tumores de ratones PyMT;L2Δ/- y
PyMT;R26L2 con sus controles respectivos, no se observaron diferencias en términos de color,
tamaño o disposición de las fibras de colágeno (Figura 40A y C). La cuantificación del área
birrenfringente (colágeno fibrilar) tampoco mostró diferencias significativas entre los
diferentes genotipos (Figura 40B y D).
Figura 40. Análisis mediante tinción con rojo sirio de las muestras tumorales PyMT de ratones A 14 semanas.
Imágenes representativas de la tinción con rojo sirio (10X) mostrando el colágeno fibrilar en tumores PyMT;L2Δ/- (A)
y PyMT;R26L2 (C), y sus controles respectivos. Cuantificación del contenido de colágeno fibrilar en tumores del
modelo PyMT KO (B) y de sobreexpresión (D) de Loxl2, y sus controles respectivos. Los datos representan la
cuantificación de 4 tumores de distintos ratones para cada condición. Se tomaron medidas de, al menos, 5 zonas de
cada tumor analizado. Barra, desviación estándar. n.s: no significativo estadísticamente.
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Para profundizar un poco más en el estado de la MEC, en colaboración con el grupo de la
Dra. Valerie Weaver, las muestras de los tumores primarios de los diferentes modelos
tumorales para Loxl2 fueron sometidas a un estudio mediante microscopía de fuerza atómica
(AFM). Este tipo de microscopía permite cuantificar el grado de rigidez (stiffness) que tiene la
MEC que rodea al tumor como consecuencia del entrecruzamiento de las fibras de colágeno
del estroma tumoral (Lopez et al., 2011). Los datos obtenidos mediante esta técnica
claramente demostraron que no existen diferencias en términos de stiffness entre los tumores
de las ratonas PyMT;L2Δ/- y PyMT;R26L2 y sus controles correspondientes (Figura 41A y B).
En conjunto, estos resultados descartan la implicación de Loxl2 en la remodelación de la
MEC de los tumores primarios de mama en el modelo PyMT.
Figura 41. Medición del stiffness de los tumores PyMT mediante microscopía de fuerza atómica (AFM) en ratonas
de 14 semanas. Se muestran imágenes representativas del campo de fuerza (40 µm x 40 µm) (paneles izquierda) de
regiones ricas en estroma de los tumores de ratonas PyMT;L2Δ/- (A) y PyMT;R26L2 (B), y sus controles respectivos.
Las zonas de la imagen con colores más claros representan zonas de mayor stiffness. Los paneles de  la derecha
muestran el análisis cuantitativo de los datos de AFM. No se encontraron diferencias significativas entre los tumores
de hembras PyMT;L2Δ/- y PyMT;L2fl/fl (A), ni entre tumores de ratones PyMT;R26L2 y PyMT;R26STOPL2 (B). Las barras
negras representan la media de las mediciones, en unidades de presión (Pa), realizadas en los distintos grupos de
animales. PyMT;L2Δ/-= 260,78 Pa; PyMT;L2fl/fl= 353,17 Pa; PyMT;R26L2= 418,77; PyMT;R26STOPL2= 401,5 Pa. Los datos
representan 3 ratones de cada condición, con dos secciones de tejido por cada animal. Se realizaron medidas en, al






Durante la última década, el desarrollo de modelos animales transgénicos para algunos
genes de la familia Lox ha ayudado a comprender el papel fisiológico de los miembros de la
familia de las lisil oxidasas. Así, la deleción constitutiva de Lox en ratón afecta al desarrollo y la
función del sistema cardiovascular. Estos ratones mueren perinatalmente debido a aneurismas
aórticos y ruptura diafragmática (Hornstra et al., 2003; Maki et al., 2002). Por su parte, la
deleción constitutiva de Loxl1 ha indicado que tiene un papel crítico durante el proceso de
elastogénesis de órganos como el útero, la piel o el pulmón (Liu et al., 2004). En cuanto a
Loxl2, a pesar de los múltiples procesos biológicos en los que se ha descrito su participación
activa (Barker et al., 2011; Bignon et al., 2011; Cano et al., 2012; Fujimoto and Tajima, 2009),
no existen apenas estudios que hayan realizado abordajes con organismos modificados
genéticamente que permitan conocer el verdadero alcance de las funciones fisiológicas y
patológicas de Loxl2 en un contexto in vivo. Tan sólo, el silenciamiento de su expresión en el
pez cebra, mediante oligonuleótidos antisentido (morfolinos), indicó la implicación de Loxl2 en
la formación de los vasos sanguíneos intersegmentales (Bignon et al., 2011). Con la finalidad
de determinar la contribución in vivo de Loxl2 tanto a la homeostasis tisular como tumoral,
hemos generado modelos murinos de deleción y sobreexpresión de Loxl2 mediante técnicas
de gene targeting convencionales.
1. LA AUSENCIA DE Loxl2 PROVOCA LETALIDAD PERINATAL.
Como se describió en el apartado de resultados, alrededor del 50% de los animales L2-/-
mueren perinatalmente, observándose que el 25% de los animales KO afectados presentan
defectos cardíacos severos debidos a la formación incompleta del septo ventricular. Además,
en algunos de los ratones L2-/- también se observan disfunciones hepáticas vasculares causadas
por distensión de los capilares sanguíneos. La alta expresión de Loxl2 detectada en el corazón
de ratones P1 normales refuerza la implicación de Loxl2 en las funciones del tejido cardíaco.
En la actualidad, todavía no se conocen completamente los mecanismos moleculares que
regulan la formación del corazón y la contribución de la MEC a su correcto funcionamiento
(Lockhart et al., 2011; Van Vliet et al., 2012; von Gise and Pu, 2012). Recientemente, se ha
demostrado que el factor de transcipción helicasa-like (Hltf) regula la biogénesis del colágeno
en el corazón de ratón al activar directamente la transcripción de Hif-1α y, en consecuencia, la
de sus genes diana, algunos de ellos relacionados con al remodelación de la MEC, como Loxl2
(Helmer et al., 2013). Así, los ratones nulos para Hltf presentan letalidad perinatal y muestran
un aspecto cianótico, característico de un problema cardiorespiratorio, al igual que los
neonatos L2-/-. El análisis del tejido cardíaco de los ratones nulos para Hltf indicaba una clara
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desorganización de la MEC, con fibras de colágeno perivascular e intersticial más cortas y
delgadas que las de los ratones control (Helmer et al., 2013). La reducción observada de los
niveles de Loxl2 en estos animales sugiere que el fenotipo de los ratones L2-/- podría deberse a
un defecto en la organización de las fibras de colágeno en el septo ventricular y
potencialmente también en otras regiones del corazón, lo cual podría explicar la muerte del
resto de los animales afectados. Un futuro análisis de la MEC del corazón de los ratones
transgénicos L2-/- podría ayudar a obtener una explicación mecanística de la letalidad causada
por la ausencia de Loxl2. Por otra parte, no se han observado defectos anatómicos en los
animales L2-/- supervivientes durante la fase adulta, ni tampoco a edades avanzadas (datos no
mostrados). No obstante, serán necesarios estudios adicionales para determinar la posible
susceptibilidad de los animales L2-/- a alteraciones cardíacas en respuesta a diferentes tipos de
estrés.
2. LA SOBREEXPRESIÓN DE Loxl2 CAUSA ESTERILIDAD EN MACHOS.
Los ratones R26L2/L2 eran perfectamente viables y tanto machos como hembras nacían
según la frecuencia mendeliana esperada. El análisis histológico de estos animales no mostró
alteraciones en la práctica totalidad de los órganos examinados; entre ellos el riñón, el hígado
y el pulmón, donde se había descrito una correlación entre la sobreexpresión de Loxl2 y el
desarrollo de procesos fibróticos (Barry-Hamilton et al., 2010; Higgins et al., 2007; Vadasz et
al., 2005). Probablemente, los niveles de Loxl2 en los ratones R26L2/L2 no son suficientemente
altos como para inducir fibrosis en estos órganos, si bien otra posibilidad es que la
sobreexpresión Loxl2 por sí sola no pueda desencadenar el desarrollo de estas patologías y
necesite de eventos mutacionales o medioambientales adicionales. Sería interesante analizar
la respuesta a estímulos fibróticos (Fujii et al., 2010; Izbicki et al., 2002; Zeisberg et al., 2005)
en el modelo transgénico de sobreexpresión de Loxl2 en los diferentes tejidos citados.
Una de las observaciones más relevantes del fenotipo de los ratones de sobreexpresión
de Loxl2 fue la esterilidad detectada en más del 90% de los machos R26L2/L2, asociada a una
atrofia importante en el testículo e hiperplasia en el epidídimo. Este fenotipo sólo era
apreciable en ratones homocigotos y más acusado en animales longevos, cuando los niveles de
Loxl2 acumulados eran mayores, sugiriendo así que el efecto de Loxl2 en este contexto es
dosis-dependiente.
La sobreexpresión de Loxl2 en ratón provocó una degeneración parcial de los túbulos
seminíferos. A pesar de que algunas zonas estaban algo desorganizadas y tenían baja densidad
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celular, el proceso de espermatogénesis parecía no estar alterado. La meiosis se producía con
normalidad y tanto espermátidas como espermatozoides pudieron ser detectados. Además,
otras células importantes en el testículo, como células de Sertoli y de Leydig, no estaban
afectadas. Sin embargo, a partir de los cuatro meses de edad, la presencia de espermatozoides
en el epidídimo de ratones R26L2/L2 ya no era observable, indicando la existencia de algún
problema en este órgano que afectaba a la viablidad de los gametos. El epidídimo de animales
R26L2/L2 presentaba un proceso inflamatorio severo y sus túbulos estaban dilatados. Además,
las células que componían el epitelio parecían estar atrofiadas y se observaron regiones con
metaplasia de células escamosas (Figura 19). Durante el tránsito a lo largo del lumen del
epidídimo, los espermatozoides maduran  y adquieren su capacidad mótil gracias a procesos
que implican la adición o eliminación de moléculas de la superficie celular (Dacheux et al.,
1989). El microambiente del lumen está formado por iones, pequeñas moléculas orgánicas y
proteínas que son secreatadas o absorbidas por el epitelio y que juegan un papel crítico en la
viabilidad de los espermatozoides (Hermo et al., 1994). Para mantener este entorno adecuado,
proteínas de la familia de las ocludinas, claudinas, cateninas y cadherinas se organizan en el
epitelio para constituír la llamada barrera hemato-epididimiaria (Cyr et al., 2007). Algunos
estudios han relacionado en humanos la azoospermia (ausencia de espermatozoides en el
semen) con alteraciones de estos componentes (Dube et al., 2010). Trabajos previos de
nuestro laboratorio demostraron que LOXL2 es capaz de regular negativamente la
transcripción de cadherina-E y claudina-1 (Cuevas et al., 2014; Moreno-Bueno et al., 2011). De
forma notable, los epidídimos de los ratones que sobreexpresaban Loxl2 mostraban unos
niveles de estas proteínas significativamente reducidos en comparación con animales control,
corroborando por primera vez in vivo esta función represora de Loxl2. Nuestros datos
muestran que en el epidídimo de un ratón normal claudina-1 no sólo se localiza en las zonas
apicales donde se constituyen las uniones estrechas, sino que también está presente en áeras
donde las células principales contactan con las células basales. Además, también se detecta  a
lo largo de toda la membrana plasmática en la región del epitelio que descansa sobre la lámina
basal (Figura 20). Esta particular localización de claudina-1 ya había sido observada en
epidídimos humanos y de rata, sugiriendo que, además de ser un componente de las uniones
estrechas, esta proteína podría tener funciones de adhesión entre células principales y basales
y podría estar implicada en la interacción de estas últimas con moléculas de la lámina basal
(Dube et al., 2007; Gregory et al., 2001). Curiosamente, el descenso de los niveles de claudina-
1 en los ratones R26L2/L2 sólo fue apreciable en el componente basal del epitelio, donde se
localiza la expresión de Loxl2, y no en las regiones apicales donde se encuentran las uniones
estrechas. Gregory et al. describieron que la localización de claudina-1 en la región apical de
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las células principales estaba regulada por andrógenos (Gregory et al., 2001). Sin embargo,
hasta la fecha se desconocen los mecanismos que regulan la localización de esta proteína en el
componente basal del epitelio. Nuestros datos ponen de manifiesto que la sobreexpresión de
Loxl2 inhibe la expresión de claudina-1 en las células basales del epidídimo y de cadherina-E en
células basales y principales. Por otro lado, la función de las células basales no ha sido
completamente esclarecida. Algunos trabajos sotienen que tienen un papel en la protección de
los espermatozoides contra la respuesta autoinmune dada su similitud con macrófagos y su
origen extratubular (Seiler et al., 1998; Yeung et al., 1994). Además, se sabe que estas células
son productoras de glutatión peroxidasas (Veri et al., 1993), enzimas que se han relacionado
con la protección de los espermatozoides frente a especies reactivas de oxígeno (ROS)
(Chabory et al., 2010; Noblanc et al., 2012). Estudios más recientes proponen que las células
basales del epidídimo colaboran con la formación de la barrera hemato-epididimaria a través
de moléculas de adhesión celular (Arrighi, 2013). Nuestros resultados apoyan que la pérdida
de claudina-1, cadherina-E y γ-catenina causada por la sobreexpresión de Loxl2 podría
provocar que las células basales perdieran su funcionalidad.
El estudio del componente estromal del epidídimo en animales R26L2/L2 indicó que
también estaba profundamente afectado, mostrando una inflamación considerable y un
aspecto fibrótico. El análisis de diversos componentes de la MEC mostró que la sobreexpresión
de Loxl2 induce un aumento claro de la deposición de colágeno, fibronectina y elastina. Estas
fibras pasaron de tener una localización restringida a la zona basal de los conductos en ratones
R26+/+ a extenderese por todo el estroma del epidídimo en animales R26L2/L2, indicando que los
niveles suprafisiológicos de Loxl2 inducen fibrosis en este órgano. Además, en los epidídimos
de ratones que sobreexpresaban Loxl2, la integrina β4 estaba focalizada en la región de la
membrana basal del epitelio frente a una localización más dispersa en ratones control.
Numerosos trabajos han propuesto que procesos como la fibrosis, la TEM y el cáncer están
relacionados con la señalización vía integrinas (Margadant and Sonnenberg, 2010). La
sobreexpresión de Loxl2 en el epidídimo podría estar modulando el proceso
mecanotransductor mediado por estas moléculas a causa de las alteraciones producidas en la
MEC, como ya se ha decrito para la lisil oxidasa prototípica en otros contextos (Levental et al.,
2009). Por último, cabe destacar que aunque algunos miembros de la familia LOX ya habían
sido relacionados con fibrosis (Barry-Hamilton et al., 2010; Higgins et al., 2007; Vadasz et al.,
2005), ningún trabajo hasta la fecha había establecido convincentemente una relación de
causalidad entre el proceso fibrótico y la sobreexpresión de algún miembro de la familia lisil
oxidasa, como el observado en el presente estudio.
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Algunos de los efectos observados en el epidídimo de ratones R26L2/L2 guardan cierta
similitud con el fenotipo que provoca la eliminación del gen supresor de tumores “von-hippel
lindau”(VHL) (Frew et al., 2008). Se sabe que VHL forma parte del complejo ubiquitin ligasa que
cataliza la degradación vía proteasoma de los factores HIF (Sims, 2001). Teniendo en cuenta
que la expresión de LOXL2 está modulada positivamente por HIF-1 (Schietke et al., 2010), la
ausencia de VHL resultaría en un aumento de los niveles de Loxl2 que podrían explicar, al
menos parcialmente, los defectos del epidídimo de esos ratones, como por ejemplo el
incremento del número de vasos sanguíneos observado (Frew et al., 2008). Este dato, además,
estaría de acuerdo con el papel atribuído a Loxl2 durante el proceso de angiogénesis en el pez
cebra (Bignon et al., 2011).
A la vista de estos resultados, proponemos que la sobreexpresión de Loxl2 provocaría
defectos estructurales en el epidídimo que afectarían negativamente a la función de las células
basales del epitelio. Dada la importancia de este tipo celular para el mantenimiento de la
barrera hemato-epididimaria, la pérdida de su funcionalidad afectaría a la homeostasis del
lumen mermando así la viabilidad de los espermatozoides o incluso provocando una respuesta
autoinmune acompañada de inflamación. Probablemente, la acumulación de espermatozoides
inviables en el epidídimo provocaría problemas secundarios en el testículo que resultarían en
una desorganización heterogénea de los túbulos seminíferos, la formación de espermatoceles
y la posterior degeneración con la edad. Además, es importante destacar que, posiblemente,
el H2O2 producido durante la catálisis mediada por Loxl2 sobre la MEC podría afectar
directamente a la funcionalidad de los espermatozoides (Figura 42). No obstante, sería muy
interesante poder discernir cuáles de los efectos observados en el epidídimo son dependientes
de la actividad catalítica de Loxl2 y cuáles son independientes. En este contexto, hay que
mencionar que estudios recientes de nuestro grupo han demostrado que la represión de
claudina-1 y cadherina-E mediada por LOXL2 es independiente de su actividad catalítica en
modelos celulares de epitelios simples (Cuevas et al., 2014; Moreno-Bueno et al., 2011). El
modelo de ratón de sobreexpresión de Loxl2 puede ser utilizado como herramienta para
estudiar algunos tipos de infertilidad y patologías relacionadas con inflamación y fibrosis del
epidídimo (epididimitis). Por último, merece la pena destacar que los ratones modificados
genéticamente para Loxl2 (L2-/- y R26L2/L2) no producen fenotipos complementarios, señalando
la importancia que tiene el desarrollo de modelos de pérdida y ganancia de función para poder
comprender las funciones de las proteínas en la fisiología animal.
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Figura 42. Modelo de los defectos en el epidídimo causados por la sobreexpersión de Loxl2. (A) Los túbulos de un
epidídimo normal presentan un epitelio bien organizado gracias a numerosas moléculas implicadas en uniones
intercelulares. La proteína claudina-1 no solo se encuentra restringida a la parte apical del epitelio, sino que
también se localiza en el componente basal. La cadherina-E es una de las principiales moléculas de adhesión en este
sistema. Las correcta organización de los componentes epiteliales permite crear un microentorno adecuado,
necesario para la motilidad y la maduración de los espermatozoides. (B) La sobreexpresión de Loxl2 en las células
basales reprime la expresión de cadherina-E y claudina-1 alterando la funcionalidad de las mismas y en
consecuencia también la de las células principales, lo cual afectaría la función de la barrera hemato-epididimiaria.
Esto provocaría una alteración bioquímica del lumen del epidídimo que impediría la viabilidad de los
espermatozoides. La fibrosis generada por Loxl2 en el estroma podría favorecer la activación, a través de integrinas,
de numerosas vias de señalización celular que contribuírian adicionalmente a agravar los defectos previamente
mencionados. Por último, la posble producción de peróxido de hidrógeno por Loxl2 durante la catálisis también
podría mermar la viabilidad de los gametos.
3. PAPEL DE Loxl2 EN LA HOMEOSTASIS DE LA PIEL.
La piel es una barrera fisiológica que protege al organismo del estrés medioambiental. La
epidermis de un organismo adulto está sujeta a un programa de diferenciación terminal en el
que las células del estrato basal van desplazándose hacia los estratos suprabasales, sufriendo
una serie de cambios morfológicos, bioquímicos y moleculares que las llevan a un estado más
diferenciado hasta culminar con la descamación de los queratinocitos atróficos (Figura 4)
(Blanpain and Fuchs, 2009). Algunos estudios han conferido un papel relevante a las lisil
oxidasas en la homeostasis de la piel normal, relacionándolas principalmente con el
mecanismo de regulación recíproca descrito para dos de sus miembros, LOX y LOXL2 (Fujimoto
and Tajima, 2009). Estudios funcionales apoyan un papel positivo de LOX en la diferenciación
de queratinocitos (Le Provost et al., 2010). Contrariamente, LOXL2 se ha propuesto como un
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ihhibidor de la diferenciación epidérmica (Lugassy et al., 2012; Peinado et al., 2008), y su
expresión se induce en respuesta a interacciones célula-MEC (Fujimoto and Tajima, 2009).
Los modelos animales modificados genéticamente para Loxl2 han permitido evaluar de un
modo más preciso el papel fisiológico de Loxl2 en la homeostasis de la epidermis in vivo.
Aunque a nivel histológico no se detectaron cambios estructurales llamativos, el análisis de
distintos marcadores de diferenciación en pieles de neonatos y adultos tratados con TPA
reveló que Loxl2 inhibe parcialmente la diferenciación terminal. Así, se detectó un incremento
significativo de las citoqueratinas suprabasales y del marcador de diferenciación terminal
loricrina en la epidermis del ratón L2-/-, frente a una tendencia antagónica detectada en los
animales de sobreexpresión (Figura 23). Se obtuvieron resultados similares en experimentos
de diferenciación in vitro con queratinocitos primarios derivados de los modelos genéticos.
Significativamente, el hecho de que cambios drásticos en la expresión de Loxl2 afecten a los
niveles de Lox durante la diferenciación confirma que los dos miembros de la familia se
regulan recíprocamente y de manera negativa en un contexto fisiológico (Fujimoto and Tajima,
2009), aunque el mecanismo subyacente es todavía desconocido. Sorprendentemente, los
niveles de cadherina-E y claudina-1, regulados por Loxl2 en varias líneas celulares epiteliales
(Cuevas et al., 2014; Moreno-Bueno et al., 2011; Peinado et al., 2008) y en el epidídimo
(presente trabajo), no se vieron afectados durante la diferenciación terminal de la epidermis,
indicando probablemente la existencia de mecanismos independientes de Loxl2 para el control
de la maquinaria de adhesión celular en este contexto en particular.
Las alteraciones en el patrón de diferenciación observadas en respuesta a la perturbación
de los niveles de Loxl2 podrían deberse a un proceso de adhesión anómalo entre los
queratinocitos y la MEC, tal y como señalaban algunos estudios previos (Fujimoto and Tajima,
2009). Sin embargo, los experimentos llevados a cabo con queratinocitos derivados de ratones
L2-/- y R26L2/L2 mostraron que las propiedades de adhesión a colágeno IV no estaban afectadas
por los niveles de Loxl2. Además, el análisis por inmunoflorescencia reveló que la ausencia o
sobreexpresión de Loxl2 no afectaba a la deposición del colágeno IV en la lámina basal, en
contra de lo observado en el modelo de pez cebra durante la angiogénesis (Bignon et al.,
2011).
En resumen, todas estas observaciones permiten concluir que Loxl2 afecta parcialmente a
la diferenciación terminal de la epidermis, si bien, no se puede descartar la existencia de
mecanismos compensatorios o redundantes por parte de otros miembros de la familia. Por
otra parte, el estudio de los modelos transgénicos de Loxl2 ha permitido minimizar la
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importancia inicialmente atribuída a Loxl2 en el control de la homeostasis de la piel normal
(Fujimoto and Tajima, 2009).
4. PAPEL DE Loxl2 DURANTE LA CARCINOGÉNESIS QUÍMICA.
Los SCC epidérmicos son el segundo tipo de cáncer de piel más común (Xie, 2008). Se
trata de neoplasias localmente invasivas que, a veces, poseen la capacidad de mestastatizar en
otros órganos. Trabajos previos de nuestro laboratorio demostraron que la expresión de LOXL2
en SCC de cabeza y cuello (laringe) está asociada a mal pronóstico (Peinado et al., 2008). Sin
embargo, otros estudios señalaron el efecto contrario, relacionando la baja expresión de
LOXL2 con la malignidad de estos tumores (Rost et al., 2003). Para profundizar en el papel de
Loxl2 en SCC, los modelos transgénicos de deleción y sobreexpresión constitutiva de Loxl2 se
sometieron al protocolo estándar de carcinogénesis química de piel en dos estadíos,
consistente en la aplicación tópica del carcinógeno DMBA y del promotor tumoral TPA (Abel et
al., 2009; Kemp, 2005).
Los ratones control comenzaron a desarrollar lesiones visibles a partir de las 7-8 semanas
tras el tratamiento con DMBA en los dos modelos genéticos de Loxl2. La ausencia de Loxl2 no
influyó en el periodo de latencia, mientras que los animales con sobreexpresión de Loxl2
redujo significamente el periodo de latencia, detectándose las primeras lesiones al cabo de 5
semanas post-DMBA. La aplicación del carcinógeno DMBA provoca una mutación activadora
en el oncogén Harvey-ras (H-ras) en algunas células de la epidermis (Balmain et al., 1984;
Quintanilla et al., 1986). El empleo de TPA crea un ambiente celular favorable para el
crecimiento de los queratinocitos mutados y la generación de papilomas (Karen et al., 1999).
Probablemente, los elevados niveles de Loxl2 desde el inicio del tratamiento hacen todavía
más permisivo ese entorno, favoreciendo la aparición de las primeras lesiones. Sería
interesante estudiar si Loxl2 puede participar y cooperar en la activación de vías de
señalización que favorecen un comportamiento más mitogénico durante las primeras etapas
de la carcinogénesis, como puede ser la ruta de las MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases).
En cuanto al número de neoplasias contabilizadas, no se observaron cambios drásticos
entre ratones L2+/+ y L2-/-. Sin embargo, la sobreexpresión de Loxl2 provoca que se generen casi
el doble de tumores en comparación con los animales control correspondientes. Parece, por
tanto, que células epidérmicas con altos niveles de Loxl2 son mas susceptibles al efecto
oncogénico del DMBA, lo que reforzaría el papel de Loxl2 como oncoproteína en estrecha
colaboración con otras vías de señalización, aun por determinar. Existe una gran controversia
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sobre cuál o cuáles son las poblaciones celulares de la epidermis que dan origen a la formación
de papilomas y SCC, implicando tanto a células madre (SCs: stem cells) del folículo piloso como
a células basales progenitoras de la epidermis interfolicular (Lapouge et al., 2011; Morris et al.,
1997; Morris, 2000). En lo que se refiere al nicho de SCs de la piel, se sabe que la vía Wnt/β-
catenina tiene un papel muy importante en su regulación en el folículo piloso, tanto en el
tejido sano como en tumores epidérmicos (Gat et al., 1998; Malanchi et al., 2008). De hecho,
β-catenina es esencial para el mantenimiento del potencial tumorogénico de las SCs del cáncer
cutáneo (Malanchi et al., 2008). Hasta la fecha, no existen datos que relacionen a LOXL2 con la
ruta de Wnt. Por ello, sería interesante estudiar si la sobreexpresión de Loxl2 favorece la
activación de esta vía en papilomas o en queratinocitos transformados con el oncogén ras.
Por otro lado, la ausencia de Loxl2 afectó drásticamente al tamaño de los tumores. A
partir de las semanas 14-16, las lesiones de los ratones KO fueron incapaces de seguir
creciendo, a diferencia de lo que ocurre en los animales control (Figura 27). Este hecho indica
que Loxl2 es necesaria para la progresión tumoral en etapas medias y tardías de la
carcinogénesis. De forma destacada, una de las principales observaciones del estudio es que
Loxl2 juega un papel fundamental en la malignización de los papilomas durante la
carcinogénesis de piel. Así, la ausencia de la proteína dificulta la progresión a SCC, mientras
que su sobreexpresión produce el efecto contrario (Figura 28). Loxl2 se detectó
intracelularmente en papilomas y de manera aún mas intensa en SCC de ratones control y
R26L2/L2, validando el valor pronóstico de la localización intracelular de LOXL2 en SCC humanos
(Peinado et al., 2008). Con estos resultados, podemos afirmar que Loxl2 es un marcador de
mal pronóstico en SCC que puede ser utilizado como diana terapéutica para tratar este tipo de
tumores. Además, nuestros datos despejan las dudas planteadas por otros grupos que
señalaban a Loxl2 como posible supresor tumoral en este tipo de neoplasias (Rost et al., 2003).
Por otro lado, merece la pena destacar que el uso de modelos condicionales en epidermis
(K14/K15-Cre) permitiría discernir el papel de la proteína en el componente epitelial frente al
microentorno tumoral en este tipo de tumores.
Con el objetivo de profundizar en los mecanismos responsables de la acción de Loxl2 en la
malignización de papilomas y dados los antecedentes que vinculan a la proteína con la
diferenciación de queratinocitos malignos (Peinado et al., 2008), se analizó la expresión de
diversas proteínas marcadoras de este proceso. Así, la deleción de Loxl2 incrementó la
expresión de distintos marcadores de diferenciación en los papilomas tales como algunas
citoqueratinas suprabasales (K1/K10), involucrina y loricrina. Significativamente, los animales
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con sobreexpresión de Loxl2 mostraron una tendencia opuesta en la expresión de estos
marcadores, reforzando así la función inhibitoria de la diferenciación epidérmica mediada por
Loxl2. De forma destacada, los niveles del mRNA de Lox aumentaron más de cien veces en
papilomas carentes de Loxl2, mientras que se observó una clara disminución en los papilomas
con sobreexpresión de Loxl2. Algunos estudios relacionan la expresión de LOX con baja
supervivencia en carcinomas de cabeza y cuello (Erler et al., 2006). En cambio, otros trabajos
indican que la proteína LOX está ausente en el componente epitelial de SCC y su silenciamiento
induce el compartamiento invasivo de queratinocitos transformados en un modelo
equivalente a la piel (Bouez et al., 2006). Los datos obtenidos en el presente trabajo junto con
otros estudios previos (Fujimoto and Tajima, 2009), sugieren que la expresión de Lox podría
estar regulada negativamente por Loxl2, y asociada a un fenotipo más diferenciado. Sin
embargo, no podemos descartar la hipótesis de que el incremento de los niveles de Lox sea
simplemente una consecuencia del proceso de diferenciación inducido por la ausencia de
Loxl2, siendo necesarios estudios adicionales para aclarar la relación funcional entre ambas
proteínas. El análisis de otros miembros de la familia LOX mostró que la eliminación de Loxl2
en papilomas se asocia al aumento de la expresión de Loxl3, mientras que su sobreexpresión
correlaciona negativamente con la expresión de Loxl3 y Loxl4. Otros estudios han mostrado
que Loxl4 está sobreexpresado y amplificado en SCC de cabeza y cuello (Gorogh et al., 2007;
Holtmeier et al., 2003), pero hasta el momento no se ha descrito su relevancia funcional.
Nuestros datos sugieren que Loxl2 tambíen podría regular negativamente a otros miembros de
la familia lisil oxidasa (aparte de Lox) y sería interesante estudiar si tienen un papel relevante
en la diferenciación o si simplemente se trata de un mecanismo compensatorio sin repercusión
funcional.
Debido a la implicación de la vía de Notch1 en el control de la homeostasis de la
epidermis, donde actúa como un supresor tumoral (Lefort and Dotto, 2004; Nicolas et al.,
2003), analizamos la implicación de Loxl2 en la regulación de la misma. El aumento y
disminución de la expresión de componentes de la vía de señalización de Notch1 (Notch1,
Jagged1, Hes1, Hey1) detectada en papilomas L2-/- y R26L2/L2, respectivamente, apoya que
Loxl2 regula negativamente la ruta Notch en papilomas pre-malignos, estando por tanto de
acuerdo con el papel atribuido a esta ruta en estudios previos (Lefort and Dotto, 2004; Panelos
and Massi, 2009; Watt et al., 2008). Sorprendentemente, no detectamos alteraciones en los
niveles de expresión de p53, establecido como inductor transcripcional de Notch1 en
epidermis y papilomas (Guinea-Viniegra et al., 2012; Lefort et al., 2007; Yugawa et al., 2007),
en los modelos transgénicos para Loxl2. Este hallazgo sugiere que Loxl2 podría actuar como
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modulador negativo de la vía de Notch1, independientemente de otros reguladores que
afectan al eje p53/Notch1, siendo necesarios estudios adicionales para clarificar este aspecto.
En este sentido, merece la pena mencionar que la tensión intracelular de los queratinocitos
basales de la epidermis permanece en un equilibrio con el microambiente externo a través de
la reorganización y modificación de la MEC (Silver et al., 2003). Así, la activación de la ruta
Rho/ROCK aumenta esta tensión celular favoreciendo el crecimiento y la progresión a SCC de
lesiones de piel al incrementar el stiffness del microentorno tumoral (Samuel et al., 2011).
Dada la participación de Notch1 en la regulación de las quinasas ROCK1/2 en SCC (Lefort et al.,
2007), sería interesante estudiar el efecto de la deleción y sobreexpresión de Loxl2 en los
procesos mecanotransductores mediados por estas vías de señalización.
En conjunto, los resultados obtenidos apoyan un importante papel de Loxl2 en la
iniciación y progresión a SCC. Así, la malignización de los papilomas estaría controlada, en
parte, por la regulación negativa de la vía de Notch1 y la diferenciación terminal (Figura 43).
Estos resultados abren nuevas oportunidades terapeúticas para el tratamiento de SCC con
altos niveles de Loxl2 basados en el uso combinado de inhibidores de la proteína con agonistas
o potenciadores de la diferenciación. Este abordaje terapeútico se ve reforzado debido al
escaso impacto que tendría el bloqueo de Loxl2 en la homeostasis de la epidermis normal. No
obstante, queda por establecer si los efectos ejercidos durante el proceso de carcinogénesis de
piel son dependientes o independientes de la actividad catalítica de la proteína.
Figura 43. Esquema de las funciones propuestas para Loxl2 durante la carcinogénesis química en piel. En la
epidermis normal, Lox y Loxl2 parecen regularse reciprocamente, controlando así el proceso de diferenciación
terminal. Loxl2 favorece las primeras estapas de la tumorogénesis durante el tratamiento con DMBA/TPA,
acortando el periodo de latencia e incrementando el número de lesiones tumorales, por mecanismos desconocidos.
Además, Loxl2 inhibe el proceso de diferenciación terminal de papilomas y su progresión a SCC al reprimir la
expresión de Lox y de genes relacionados con la vía de Notch1. En este contexto, Lox y Loxl2 también tendrían una
regulación recíproca, y jugarían papeles antagónicos durante la diferenciación tumoral.
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5. LOXL2 EN CARCINOMAS DE MAMA.
5.1. Loxl2 en la progresión tumoral y la metástasis de carcinomas mama.
Numerosos estudios han mostrado la implicación de LOXL2 en la invasión y la metástasis
de cáncer de mama (Barker et al., 2011; Barry-Hamilton et al., 2010; Canesin et al., 2014;
Hollosi et al., 2009; Moreno-Bueno et al., 2011). En nuestro laboratorio decribimos la
asociación de la expresión LOXL2 con tumores basales de mama y con su incidencia
metastásica (Moreno-Bueno et al., 2011). Para estudiar desde un punto de vista más
fisiológico todas estas evidencias previas, generamos modelos condicionales de deleción y
sobreexpresión de Loxl2 en el modelo de cáncer de mama basado en la expresión del oncogén
PyMT (Lin et al., 2003). Las lesiones desarrolladas por estos ratones, aunque poseen
características luminales, recapitulan todas las etapas de tumores de mama humanos y se
considera un modelo fiable de la enfermedad (Herschkowitz et al., 2007; Lin et al., 2003).
Según los resultados obtenidos, Loxl2 no parece afectar al crecimiento del tumor primario en
el contexto in vivo de PyMT. En contraposición, ensayos de inyección ortotópica con lineas
celulares derivadas de estos modelos revelan que la ausencia de Loxl2 retrasa ligeramente el
crecimiento. Resultados similares de inhibición del crecimineto tumoral se observaron en otros
sistemas ortotópicos donde Loxl2 ha sido silenciada o inhibida en líneas celulares de mama
como MDA-MB-231 (Moreno-Bueno et al., 2011), MDA-MB-435 (Barry-Hamilton et al., 2010) o
Eo771 (Canesin et al. 2014), y en células procedentes de tumores gástricos (Peng et al., 2009) y
SCC (Peinado et al., 2005; Peinado et al., 2008). El crecimiento tumoral en el modelo in vivo
PyMT resulta difícil de monitorizar por su carácter multifocal y altamente agresivo, con
lesiones no muy bien definidas y con tendencia a fusionarse entre sí, no permitiendo extraer
conclusiones claras sobre la influencia de Loxl2 en este parámetro.
Por otro lado, aunque todos los tumores analizados de los modelos PyMT;L2Δ/- y
PyMT;R26L2 se clasificaron como adenocarcinomas invasivos, cabe destacar que un porcentaje
significativo de lesiones procedentes de ratones KO presentaban áreas más diferenciadas,
características de carcinomas in situ no invasivos. Esto sugiere que pese a la agresividad de
este modelo, Loxl2 podría participar activamente en la progresión maligna del tumor primario.
En relación a los niveles de expresión de Loxl2 y el potencial metastásico de las lesiones
tumorales en el modelo PyMT, la deleción de Loxl2 en la glándula mamaria resultó en un
dramático descenso del número y tamaño de focos metastásicos del pulmón, mientras que la
sobreexpresión provocó un incremento del número de lesiones sin afectar al tamaño de las
Discusión
109
mismas. Estos resultados ponen de manifiesto la gran relevancia de Loxl2 durante el proceso
de metástasis de los carcinomas de mama. Además, el hecho de que la expresión del resto de
los miembros de la familia lisil oxidasa apenas este afectada en estos modelos apoya, todavía
más, la contribución específica de Loxl2 en la progresión y la metástasis de este tipo tumoral.
Existen evidencias de que LOXL2 puede ejercer su función protumorogénica e invasiva en
tumores primarios de mama a través de acciones intracelulares (Moreno-Bueno et al., 2011) y
extracelulares (Barker et al., 2011; Barry-Hamilton et al., 2010). Dado que la remodelación de
la MEC, promovida por la actividad catalítica de LOX, aumenta el “stiffness” y promueve la
progresión tumoral y la metástasis (Levental et al., 2009), nos planteamos estudiar si Loxl2
podría ejercer un papel similar. Para ello, analizamos el estado de la MEC en neoplasias
mamarias procedentes de los ratones transgénicos para Loxl2. Los resultados obtenidos
mostraron que la eliminación o sobreexpresión de Loxl2 en el epitelio mamario no afecta a la
cantidad ni a la disposición del colágeno fibrilar del tumor primario ni tampoco al stiffness de la
MEC, indicando un papel diferencial entre Lox y Loxl2 en la progresión del cáncer de mama
que apoya una función específica de Loxl2 independiente de la MEC del tumor primario.
5.2. Efectos de Loxl2 en la generación del nicho pre-metastásico.
Varios trabajos previos basados en modelos celulares xenograft de cáncer de mama
relacionaron la expresión de diversos miembros de la familia LOX (LOX, LOXL2 y LOXL4) en el
tumor primario con la formación del nicho pre-metastásico y con un aumento de la capacidad
metastásica (Canesin et al., 2014; Erler et al., 2009; Wong et al., 2011). Según algunos modelos
propuestos, LOX, LOXL2 y LOXL4 modificarían el colágeno IV de la membrana basal del pulmón
facilitando el reclutamiento de células de estirpe mieloide CD11b+ (Erler et al., 2006; Wong et
al., 2011) que a su vez favorecen la generación de un nicho pre-metastásico (Psaila and Lyden,
2009). Nuestros datos corroboran, en parte, estas observaciones previas en un sistema más
fisiológico y revelan la existencia de una relación directa entre los niveles de Loxl2 y el
reclutamiento en el pulmón de células CD11b+/Gr1+. Datos recientemente publicados por
nuestro laboratorio indican que el silenciamiento de Loxl2 en la línea celular de cáncer de
mama de ratón Eo771 reduce el reclutamiento de HPCs (Canesin et al., 2014), precursores
hematopoyéticos tempranos con un estado todavía más indiferenciado que las células
mieloides y cuya movilización hacia los órganos diana de la futura metástasis se postula
anterior al de estas últimas (Kaplan et al., 2005). Sin embargo, los resultados obtenidos en los
modelos PyMT;L2Δ/- y PyMT;R26L2 indicaron que la población de HPCs no se encuentra
alterada. Estos datos sugieren que Loxl2 regula la movilización de diferentes poblaciones de
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BMDCs dependiendo del contexto tumoral. No obstante, no podemos descartar que existan
alteraciones en la población de HPCs en etapas más tempranas del anidamiento metastásico
en el modelo PyMT.
Los estudios previos que relacionan a las lisil oxidasas con el nicho pre-metastásico
postulan exclusivamente su papel en la remodelación de la MEC del pulmón (Erler et al., 2009;
Wong et al., 2011). En esta tesis, demostramos que Loxl2 también afecta positivamente a la
expresión de citoquinas y factores de secreción (en el tumor primario y los pulmones)
necesarios para el establecimiento del nicho pre-metastásico en el contexto in vivo del modelo
PyMT. Entre ellos, las quimioquinas S100A8 y S100A9 son las que se encuentran más afectadas
en función de la presencia/ausencia de Loxl2 en el tumor, lo cual está de acuerdo con nuestras
observaciones recientes en modelos singénicos (Canesin et al., 2014). Se sabe que estas dos
citoquinas son secretadas por el tumor y por las propias células del parénquima pulmonar
ayudando al reclutamiento de células CD11b+/Gr1+, que a su vez inducen la expresión y
secreción de más citoquinas S100 en un proceso de retroalimentación positiva (Hiratsuka et
al., 2006; Sinha et al., 2008; Spano and Zollo, 2012). Las proteínas S100A8 y S100A9 también
promueven la proliferación y migración de las células CD11b+/Gr1+ desde la médula ósea
(Sinha et al., 2008), lo cual está de acuerdo con las variaciones significativas en los porcentajes
de estas células detectados tanto en médula como en sangre en modelos genéticos de Loxl2.
Además de las proteínas S100, otros factores secretados implicados en la expresión de
S100A8/S100A9 y en la expansión de BMDCs, como GM-CSF, VEGF o TNF-α (Gabrilovich and
Nagaraj, 2009; Hiratsuka et al., 2006; Serafini et al., 2004) se encuentran alterados por los
niveles de Loxl2 (Figura 37). La MEC juega un papel importante en el establecimiento del nicho
pre-metastásico, habiéndose atribuido un papel primordial a las regiones ricas en fibronectina
(Kaplan et al., 2005). En este sentido, se ha demostrado que células CD11b+ son reclutadas
preferiblemente a zonas ricas en fibronectina y LOX dentro de los órganos secundarios (Erler et
al., 2009). Coincidente con estos datos previos, la sobreexpresión de Loxl2 en el modelo PyMT
provoca un aumento de la expresión de fibronectina en el pulmón. Además, tanto a nivel de
mRNA como de proteína, tenascina-C (TEN-C) se encuentra regulada positivamente en
pulmones de los ratones de sobreexpresión de Loxl2. Un estudio reciente destacó que TEN-C
es secretada por las células tumorales y favorece el crecimiento de las micrometástasis en el
nicho metastásico al potenciar las vías de señalización de Notch y Wnt (Oskarsson et al., 2011).
En conjunto, estos resultados apoyan la participación de Loxl2 en el establecimiento de la
metástasis temprana al regular la expresión de citoquinas necesarias para la movilización y el
reclutamiento de células CD11b+/Gr1+ en los órganos diana, como el pulmón, además de
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modular algunos componentes de la MEC (Figura 44). Aunque el mecanismo último por el que
Loxl2 desencadena esta cascada es aún desconocido, datos complementarios del grupo indican
que Loxl2 regula transcripcionalmente algunos de estos factores, como GM-CSF y TNFα
(Canesin et al., 2014). Además, los ensayos de metástasis experimental con células PyMT
carentes de Loxl2 muestran que en ausencia del tumor primario Loxl2 también promueve la
metástasis, sugiriendo la implicación de mecanismos intrínsecos a las propias células.
Figura 44. Modelo de la implicación de Loxl2 en la formación del nicho pre-metastásico. La expresión de Loxl2 en
las células del tumor primario (a) regula la transcripción de citoquinas y factores implicados en la formación del
nicho (S1008, S100A9, GM-CSF, TNF-α, VEGF). Estos factores estimulan la producción de citoquinas adicionales en el
pulmón (b) que a su vez facilitan el reclutamiento de células mieloides CD11b+/Gr1+ desde la médula ósea,
favoreciendo así la formación de micrometástasis. Loxl2 también puede estimular la transcripción de tenascina-C
(TEN-C) y fibronectina (FN) en el pulmón, contribuyendo positivamente a la formación de una MEC receptiva para la
anidación y colonización metastásica. Además, el aumento, mediado por Loxl2, en la producción de quimioquinas
S100 en el tumor primario podría estimular la movilización de células CD11b+/Gr1+ de la médula ósea (c).
A parte de todas estas funciones, se puede especular con la posible actuación de Loxl2
sobre la MEC de la médula ósea, donde podría contribuir a la proliferación y movilización de
BMDCs (Kaplan et al., 2007) y a la diferenciación de osteoblastos (Hong et al., 2004; Pischon et
al., 2009; Turecek et al., 2008). Por otra parte, sería interesante analizar en el futuro la posible
secreción de Loxl2 por células del tumor primario en forma de exosomas, dado el relevante
papel asignado recientemente a estas partículas en el establecimiento del nicho pre-
metastásico y la diferenciación de MDSCs (Castellana et al., 2009; Jung et al., 2009; Peinado et
al., 2011; Peinado et al., 2012).
En resumen, los resultados presentados en este trabajo muestran que los modelos
PyMT;L2Δ/- y PyMT;R26L2 representan nuevos sistemas preclínicos in vivo para valorar la
especificidad y eficiencia de una posible terapia para el cáncer de mama basada en la
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